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1. GIRIS ve AMAC

Poli ve morfizmos kelimelerinden olusan ve eski Yunanca’da “cok
sekillilik”  anlami  tastyan  polimorfizm, tiirlerin  bulunduklar1  ortama
adaptasyonlarin1 kolaylastirarak, evrimsel siirecte ayakta kalabilmelerine olanak
saglamasinin yani sira tip alaninda yapilan polimorfizm ¢aligmalarinda elde edilen
bulgular, hastaliklara yatkinligin belirlenmesinde ve tedavinin yonlendirilmesinde
Oonem tagimaktadir.

Polimorfizm ve hastaliklar arasindaki iliskisinin arastirildigi caligmalar
arasinda pre-eklampsi, eklampsi ve HELLP sendromuda yer almaktadir.

Anne ve bebek Olim nedenlerinin ilk siralarinda yer alan pre-eklampsi,
eklampsi ve HELLP sendromu gebeligin 20. haftasindan sonra proteiniiri ile
birlikte hipertansiyonun ve yaygin 6demin gelismesi olarak tanimlanan gebelige
0zgili sendromlardir (1). Etyolojileri hakkinda gesitli varsayimlar ileri siiriilmesine

karsin glinlimiize kadar net bir agiklama getirilememistir (2, 3).

Lipid peroksidlerin ve serbest oksijen radikalleri ile detoksifiye edici
enzimler (biyotransformasyon enzimleri) arasindaki dengenin bozulmasina bagl
gelisen endotel hiicre hasarinin, sendromlarin fizyopatolojisinde etkin oldugu
diistiniilmektedir (4, 5). Son yillarda, oksidasyon-detoksifikasyon dengesinde
meydana gelen aksakliklarin nedeni olarak, biyotransformasyon enzimlerini

kodlayan genlerde meydana gelen polimorfizmler gosterilmektedir (6).

Zenobiyotik metabolizmasinda rol oynayan enzimleri (biyotransformasyon
enzimleri) kodlayan genlerde, bireyler arasindaki etnik farkliliklara, yasam sekli
ve gevresel faktorlere bagl olarak, degisik polimorfik formlar olusabilmekte ve
bunlarin sikliklarinda da farkliliklar meydana gelmektedir. Genotipte meydana
gelen degisiklikler fenotipe yansiyabilmekte ve enzim aktivitesinde degisiklige
neden olabilmektedir. Tiim cevresel faktdrlerin yani sira, biyotransformasyon
enzimlerindeki genetik polimorfizm, bireyler arasindaki enzim aktivitesinde

goriilen farkliligin ana kaynagidir (6, 7).



Biyotransformasyon enzimlerinden epoksid hidrolaz enzim grubu
(mikrozomal, ¢oziiniir kolesterol, hepoksilin Aj hidrolaz ve lokotrin A4 hidrolaz
seklinde siralanir), cesitli kimyasal reaksiyonlar1 katalizleyerek, detoksifikasyon
mekanizmalarinin farkli basamaklarinda islev yapmaktadirlar. Bu grup arasinda
yer alan mikrozomal epoksid hidrolaz (mEH), zararli epoksidlere bir molekiil su
baglayarak onlar1 daha zararsiz dihidrodiol iirlinlerine doniistiiriir (8, 9).

mEH enzim aktivitesi bireyler aras1 faklilik gostermektedir. Bu farkliligin
nedeni enzimi kodlayan gende goriilen polimorfizmlerdir. Polimorfizmlere bagl
bazi hastaliklara karsi yatkinlik olusturabilecegi diisiincesi ile bir¢ok calisma
yapilmistir (Akciger, kolorektal, meme, farenks, larenks, Ozefagus, over,
hepatoselliiler karsinoma gibi kanser gesitleri, miyokardial infaktiis, anfizem ve
kronik obsriiktif pulmoner hastaligi (COPD), hiperkolonemia). Bu ¢aligmalarin
bazilarinin hastalikla iligkisi tespit edilirken bazilar1 ile anlamli bir iliski
bulunamamustir (7).

Ayrica son yillarda yapilan ¢alismalarda, enzim aktivitesinde meydana
gelen degisikliklerin pre-eklampsi benzeri hastaliklara bireysel yatkinlig1 artirdigi

da diistiniilmektedir.

Hollanda populasyonunda yapilan bir ¢calismada, pre-eklampsi ve HELLP
sendromu tanist konmus hastalarda EPHX geni ekzon-3 ve ekzon-4

polimorfizmleri incelenmistir.

EPHX geninin 3. ekzonunda Timinin (T) yerini Sitozinin (C) almasiyla
(113. kodonda Tirozin (Tyr) Histidine (His) donlismesiyle) olusan polimorfizmin
enzim aktivitesini %40 azalttig1 tespit edilmistir. Bu incelemeye dayanarak

113His alleli yavas allel olarak adlandirilmustir.

Genin 4. ekzonunda Adenin yerini Guaninin almasi ile 139. kodonda
Histidin amino asidinin Arjinine (Arg) donlismesiyle meydana gelen polimorfizm,
enzim aktivitesini yaklasik olarak %25 artirdigi gozlemlenmistir. Buna bagh
olarak 139 Arg alleli hizli allel olarak adlandirilmistir. Calisma sonucunda,
kontrol grubu ile karsilagtirilan pre-eklampsi/HELLP sendromlu hasta grubunda
113Tyr/113Tyr  homozigot oraninin daha yiiksek oldugu bulurken,



139His—>139Arg polimorfizm dagilimi agisindan gruplar arasinda bir fark

bulunamamustir.

Bu bulgulardan yola ¢ikarak endojen veya ekzojen toksik bilesiklerin
metabolik aktivasyonunda farkliliklara neden olan 3. ekzonda hizli aktivite
genotipinin pre-eklampsiye yatkinligi artirabilecegi ifade edilmistir. Bununla
birlikte EPHX geninde meydana gelen bu polimorfizmlerin pre-eklampsinin yani

sira HELLP sendromu gelisiminde risk olusturmadiklari bildirilmistir (10).

Benzer bir calisma Finlandiya populasyonunda yapilmis, ¢alisma
sonucunda, Timin-Adenin (113Tyr ve 139Arg) haplotip sikliklarinin pre-eklampsi
ile anlamli bir birliktelik gosterdigi tespit edilmistir. Ayrica Hollandali pre-
eklamptik hastalarda yapilan ¢alismada, bu belirli haplotiplerin pre-eklampsi

gelisiminde risk artigina neden olabilecegi belirtilmistir (11).

Caligmamiz, insan mikrozomal epoksid hidrolaz  enzimini kodlayan
EPHX geninin ekzon-4 bolgesindeki 139His—139Arg polimorfizminin, yiliksek
oranda maternal mortalite ve morbiditeye neden olan, son yillarda genetiksel bir
temelinin oldugu diisliniilen pre-eklampsi, eklampsi ve HELLP sendromunun

gelismesinde bir risk faktdrii olup olmadigini aragtirmak amaciyla yapilmustir.



2. GENEL BILGILER

2. 1. Pre-eklampsi, Eklampsi ve HELLP Sendromu

Son zamanlarda genetik bir temelinin olduguna inanilan pre-eklampsi,
eklampsi ve HELLP sendromu gebeligin 20. haftasindan sonra proteiniiri ile
birlikte hipertansiyonun ve yaygin 6demin gelismesi olarak tanimlanan gebelige

0zgili sendromlardir (1).

Pre-eklampside tani kriterleri; gebeligin 20. haftasindan sonra goriilen
hipertansiyon (6 saat araliklarla yapilan o6l¢iimlerde, sistolik kan basincinin
140mmHg’nin, diastolik kan basmcinin 90mmHg’ nin {izerinde olmasi veya
gebelik Oncesi sistolik kan basmcinin 30mmHg, diastolik kan basincinin
I5SmmHg’nin iizerinde yilikselme goOstermesi), proteiniiri (24 saatlik idrarda
300mg’in iizerinde protein bulunmasi veya en az alti saat arayla alinan iki
rastlantisal idrar 6rneginde idrar protein konsantrasyonunun en az 1g/L olmasi) ve

6dem (su tutulumu) ile karakterizedir (12).

Agir pre-eklampside ise, 6 saat arayla iki ayr1 Olglimde kan basinct
160/110 mmHg’ den yiiksektir. Ayrica 24 saatlik idrarda proteiniiri 5 g’dan
fazladir. Karaciger enzimlerinde ylikselme, trombosit miktarinin diismesi
(trombositopeni), 24 saatlik idrarin 500ml’den az olmasi (oligoiiri), serebral veya
gorme ile ilgili rahatsizliklar, akciger 6demi veya siyanoz, epigastrik veya karnin

sag iist bolgesinde agr1 ve fotal bityiime geriligi gozlenebilmektedir (13).

Eklampsi; siddetli pre-eklampsi bulgularina suur kaybi, tonik-klonik
kasilmalar ve kanamanin eklenmesiyle ortaya ¢ikan klinik bir tablodur. Bu tablo
gebelikte norolojik bir hasar olmadan gelisen konviilsiyon ve/veya koma durumu
olarak da ifade edilebilir. Bas agrisi, gorme bozuklugu, sag iist karin bolgesinde
meydana gelen agr1 eklamptik nobetlerin gelismesi Oncesinde goriillen alarm

isaretleridir (14).



HELLP;

e Hemolysis = Anormal kanama (periferik kan yaymasinda anormal
eritrositler goriilmesi, total biluribin diizeyinin 1.2mg/dl, laktat
dehidrogenaz diizeyinin 600 IU/L olmasi, ilerleyici anemi bulgularinin
olmast),

e Elevated Liver Enzymes = Karaciger enzimlerinin yiikselmesi (AST =
serum aspartat aminotransferaz ve ALT = serum alanin aminotransferaz 40
IU/L olmasi),

e Low Platelets Count = Trombositopeni (trombosit miktarinin
150.000/mm’®  olmasi) bulgularmin bas harflerinin birlestirilmesiyle

olusturulmus bir kombinasyondur (15, 16).

2. 2. Pre-eklampsi, Eklampsi ve HELLP sendromu ‘nun tarihsel

O0zgecmisi

18. ve 19. yiizyihn sonlarina kadar kan basinct Olgiim tekniginin
gelistirilememesi ve proteiniirinin saptanamamasi, hastaligin nobet ve koma
durumu olusuncaya kadar tespit edilememesine ve buna bagli olarak, eklampsi
sendromunun pre-eklampsiden daha eski bir tarihte taninmasina neden olmustur.
Eklampsi ile ilgili ilk kayit, 3000 yil 6nce Misir’da Kolun Papiriisleri’nde
bulunmustur. Hipokrat zamanindan beri korkulan bir komplikasyon olmustur.
Hipokrat, gebe kadinlarda uyusukluk, koma ve ndbet seklinde ciddi bulgular
bildirmistir. Varandaeus 1619 yilinda, gebe kadinlarin nobet oncesi parlayan
1siklardan sik sik s6z etmesinden dolay1 ilk kez orjinali yunanca bir terim olan

“eklampsi” adin1 kullanmigtir (17).

Pre-eklampsi ile ilgili bilgiler 1843 yilinda Lewer tarafindan netlik
kazanmustir. Lewer pre-eklampsinin, albuminuria, hipertansiyon ve bazen asiri
O0demin goriildiigli ve ndbetlerin meydana gelmesinden Onceki 6nemli zamani

anlatan sendrom olarak tanimlandigini rapor etmistir (18).



Uzun yillar agir pre-eklampsi bulgular1 olarak degerlendirilen, damar ici
kanama, karaciger fonksiyon bozuklugu, pihtilagma bozukluklart ve
trombositopeni  bulgularinin  (trombosit miktarinin  diismesi) agir pre-
eklampsi/eklampsiden bagimsiz olarak meydana gelen bir semptom oldugunu ileri
siiriilmiis ve olusan bu sendromu “HELLP sendromu (Hemoliz, Elevated Liver

Enzymes, Low Platelet count)” olarak adlandirilmistir (19).

2. 3. Pre-eklampsi, eklampsi ve HELLP sendromu insidansi ve risk

faktorleri

Pre-eklampsi insidansinin, cografik ve irksal farkliliklara gore degisiklik
gosterdigine dair ifadeler vardir. Buna ragmen tiim gebelikler i¢inde %6-8
oraninda izlenmektedir. Sendromun ilk gebelikte goriilme orani ise %85’tir. Ileri
yaslarda daha c¢ok gebeligin tetikledigi hipertansiyon seklinde kendini
gostermektedir (12).

Eklampsi insidansi ise dogum o6ncesi donemde %60 oranindadir. Ayrica
tim dogumlarin %0.2-0.5’inde gorilmektedir. HELLP sendromunun goriilme
sikligi ise %03-0.8 oranindadir. Pre-eklampsi ile birlikte veya proteiniiri ve
hipertansiyon bulgular1 olmadan da %20 oraninda izlenmektedir. Bu ii¢ klinik
tablonun ortaya ¢ikmasinda birgok faktor rol oynadigi i¢in pre-eklampsi, eklampsi

ve HELLP sendromu, multifaktoriyel hastaliklar olarak degerlendirilmektedir
(13).

Pre-eklampsi olusumunda, obstetrik (dogumla ilgili) ve non-obstetrik
(dogumla ilgili olmayan) risk faktorleri 6nem tagimaktadir.

Obstetrik risk faktorleri:

Primigravidite (ilk gebelik), yeni es, onceki gebeliklerde pre-eklampsi
Oykiisii olmasi, pre-eklampsi, eklampsi veya HELLP sendromu aile 6ykiisii, cogul

gebelik, mol hidatiform, fetal hidrops, trizomi- 13 vb.



Obstetrik olmayan risk faktorleri ise:

Obesite, bobrek ve damar hastaliklari, esansiyel hipertansiyon, diabetes
mellitus, otoimmiin hastaliklar (sistemik lupus eritematozus ve antifosfolipid
sendromu), trombofilik durumlar, 35 veya iizeri yada daha kii¢lik yaslar, siyahi

irk(Afrikali veya Amerikan 1rk) (20).

2. 4. Etyolojisi ve ileri siiriilen teoriler

Pre-eklampsinin etiyolojisini agiklamaya yonelik caligmalar biiylik bir
karmasa yaratmistir. Bu karmasay1 anlatmak amaciyla da yillarca pre-eklampsi
“teorilerin hastaligi olarak adlandirilmistir. 1900’lerin basinda yer alan bu tanim,
ticiincii milenyuma girdigimiz su gilinlerde de hala gecerliligini korumaktadir. Bu
konuda ileri siiriilen bazi teoriler sunlardir; anormal trofoblast invasyonu, damar
endotel hasari, pihtilasma anormalligi, kalp-damar maladaptasyonu, immiinolojik
fenomen, diyette bulunan bazi elemanlarin eksikligi veya fazlaligi, oksidatif stres
ve genetik yatkinliktir. {leri siiriilen bu mekanizmalardan bir veya birkaginin bir
arada olmasi pre-eklampsinin fizyopatolojik semptomlariin  olugmasini

saglamaktadir (2, 3).

Birkagc yi1l o6nce, pre-eklampsinin fizyopatolojisini ¢ok  yonlii
aciklayabilecek bir hipotez gelistirilmis, yapilan diger ¢alismalarla da bu hipotez
desteklenmistir. Buna gore pre-eklampsi; plasentanin anormal trofoblast

invasyonu sonucunda plasental perfiizyonun zayiflamasiyla meydana gelmektedir
4).

Normal insan gebeliginde trofoblast, uterusun i¢ine kadar (birinci
trimesterde desidual segmente kadar, ikinci trimesterde myometrial segmente
kadar) bastan basa invaze olarak yayilmaktadir. Maternal spiral arterler fetiise
besin ve oksijen saglamak icin yiiksek diren¢li damar kapasitesinden diigiik
direncli damar kapasitesine degismektedir. Pre-eklampside yiiksek direngli uterus
spiral arterlerinde, ylizeysel veya yetersiz trofoblast invasyonu meydana

gelmektedir. Bu da plasental yatagin perflizyonunun yetersiz olmasina, fetiise



saglanan oksijen ve besin miktarinda azalmaya neden olmaktadir. Birinci ve ikinci
trimestirda gozlenen plesantanin iskemisine bagli olarak oksidant-antioksidant
madde dengesizligi olusmakta ve sonucta bazi toksik maddelerin (serbest oksijen
radikalleri, lipid peroksidleri vb.) ortaya ¢iktig1 varsayilmaktadir. Bu maddeler
dolagima katilarak endotel hiicre hasarmma ve aktivite degisikligine neden
olmaktadir. Kan damarlarinin basing yapici ajanlara ve damar gegirgenligine karsi
hassasiyeti artmakta, biiyiikk organlara giden kan akimi azalmakta ve bir¢cok
sistemi ilgilendiren bozukluklar ortaya ¢ikmaktadir. Ayrica endotel hiicre

hasarinin pihtilasma bozukluklarina da neden oldugu ifade edilmektedir (4).

Meydana gelen bu fizyopatolojik degisikliklerde ¢evresel etmenlerinde
katkisinin olabilecegine dair Chesley ve Davies (1971) tarafindan dikkat cekici
aciklamalar yapilmistir (5, 21).

Baz1 aragtirmalar ise, pre-eklampsinin patolojisinde immiinolojik teoriler
tizerine dikkati ¢cekmektedir. Yeni bir es aracilifiyla hamile kalan, suni déllenme
yaptiran yada oosit bagis1 alan, kollejen-damar hastaligi olan kadinlarda ve ilk

gebelikte hastaligin daha sik goriilmesi bu yondeki teorileri desteklemektedir (21).

Bir ylizyildan daha fazla siireden beri, pre-eklampsi ve eklampsiye
yonelik yapilan tiim arastirmalarda iizerinde durulan diger bir nokta da; hastaliga

egilimde genetigin yol gosterici olabilecegidir (22).

Yapilan aile caligmalar1 pre-eklampside genetik faktorlerin rol oynadigimni
gostermektedir. Bu konuda dikkat ¢ekici isimlerden biri Elliot Lara’dir. Lara,
besinci gebeliginde eklampsiden olen bir kadinin, sahip oldugu dort kizindan
ticlinlin de yine eklampsiden 6ldiiglinti bildirmis ve ilk kez eklampsinin ailesel
insidansini rapor etmistir. Daha sonralar1 arastirma tekniklerinin gelistirilmesiyle,
1960 yilinda anne-kiz ¢iftlerini ¢calisan Humphries tarafindan pre-eklampsi ile

ilgili ilk sistematik calisma yapilabilmistir (17).

Bundan sonra yapilan sistematik caligmalarla pre-eklampsinin kalitim
modelleri tayin edilmeye calisilmig, alternatif gen modelleri olarak, mitokondrial

kalitim ve genetik imprinting diistiniilmiistiir (24).



2. 5. Pre-eklampsi, eklampsi ve HELLP sendromu ile ilgili aday gen

calismalar

Yapilan aday gen ¢aligmalari, pre-eklampsiye yatkinlik genlerinin farkl
oldugunu gostermistir. Bu calismalarin birgogu hasta ve kontrol grubu gergevesi
icerisinde yapilmig, ayrica anneye ait yatkinlik genlerinin mutasyon ve
polimorfizm yoniinden arastirilmasi esasina dayandirilmistir. Bunun sonucunda,
calismalardan bazilar1 anlamli bulunurken, bazilarinda anlamli bir sonug¢ elde
edilememistir. Genis capta yapilan birbirinden farkli ilk genom taramasi 1992
yilinda Hayward tarafindan Iskocya’da yapilmistir. Hayward bu ¢alismanin
sonucunda pre-eklampsinin gelismesinde aday genlerin 1, 3, 9 ve 18 nolu

kromozomlar {izerine lokalize oldugunu gosteren bir harita ¢izmistir (25).

fkinci genom taramasi, Avustralya populasyonunda Harrison (1997)
tarafindan yapilmistir . Harrison, 4q kromozomu iizerinde pre-eklampsi i¢in aday
bir bolgenin varligimm ileri siirmiistiir. Arngrimsson (1999) izlanda
populasyonunda, 2pl2 iizerinde yer alan D2S286 ve 2q23 {izerinde yer alan
D2S321 lokuslarinin hastalikla iligkili olabilecegini ileri siiriilmiistiir. Yine 2000
yilinda Moses benzer kriterleri kullanilarak, Avustralya ve Yeni Zellanda
populasyonlarinda 34 ailede 121 risk grubu kadin iizerinde yaptig1 taramada, 2
nolu kromozom {izerinde bir pre-eklampsi lokusunun bulundugunu net olarak
gostermistir. Bu gen PREG-1 (Pre-eklampsi geni-1) olarak adlandirtlmistir (25,
26).

Daha sonra Lachmeijer 2001 yilinda Hollanda populasyonunda yaptig1 bir
calismada, 2p kromozomu {izerinde pre-eklampsi ile ilgili bir bdlge
saptayamazken, 12q kromozomu iizerinde HELLP sendromu ile baglantili bir
lokusun olabilecegini belirtmistir(26). Finlandiya ve Cin populasyonlar1 {izerine
yapilan genom tarama c¢aligmalarinda 2p25 kromozomu (D2S168 markirina yakin
bir lokus) ve 9p13 kromozomu iizerinde (D9S169 markirima yakin bir lokus)
bulunan lokuslarin pre-eklampsiye yatkinlik genlerini bulunduran lokuslar

olabilecegi ileri siiriilmektedir. Bu ¢alismalarin toplaminda 1, 2p, 3p, 4q, 9, 19q,
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11q, 12q, 15q, 18 ve 22q kromozomlar1 {izerinde  hastalia yatkinlik
olusturabilecek bir¢ok aday gen ve lokus bulunmustur (27).

Pre-eklampsinin fizyopatolojisine uyumlu olan bu aday genler, gebeligin
hemodinamik degisliklerinde, trombofilide, immiinogenetikte ve oksidatif streste

yer alan aday genler olarak gruplandirilmaktadir (18).

Pre-eklampsi ile anjiotensinojen gen birlikteligini ve maternal M235T (M:
Methionin, T: Treonin) anjiotensinojen geninde meydana gelen molekiiler bir
degisiklik ilk olarak 1993 yilinda tanimlamistir. Beyaz 1k ve Japon
populasyonlarinda yapilan ¢alismalarda, ayrica Izlanda/iskogya’da kardes ciftleri
ile yapilan baglanti ¢alismalarinda pre-eklampsi ile M235T mutasyonu arasinda

anlamli bir birliktelik oldugu rapor edilmistir (25, 28, 29).

Ayrica Kore populasyonunda, anjiotensinojen geninin promotor
bolgesinde G(-6)A (G: Guanin, A: Adenin) mutasyonu sonucunda ortaya ¢ikan
AA genotipinin gebelik sonucu ortaya c¢ikan hipertansiyon ile baglantisi
gosterilmigtir. Kore populasyonunda yapilan diger bir calismada da, ACE
(Anjiotensin-Converting Enzimini kodlayan gen) geninde meydana gelen
molekiiler bir degisikligin pre-eklampsi ile baglantili oldugu gosterilirken, bu
populasyonda anjiotensinojen geni ile pre-eklampsi arasinda anlamli bir birliktelik
bulunamamistir. Benzer ¢alismalar, T235 allelinin HELLP sendromu i¢in de bir

risk faktorii olabilecegini gostermistir (30).

Bu bulgulara karsit olarak, Guo G. ve arkadaslari, Avustralya ve Cin
populasyonunda hasta-kontrol calismasinda pre-eklampsi-eklampsi ile M235T
polimorfizmi arasinda anlamli bir birliktelik olmadigin1 gostermislerdir. Ayrica
Romanya populasyonunda hamile kadinlar ile yapilan bir ¢calismada da, M235T
polimorfizminin orta ve agir pre-eklampsi i¢in bir risk faktérii olusturdugu tespit

edilmistir (31).

1997 yilinda iskog/Izlanda ortak calismasinda Arngrimsson ve arkadaslari,
eNOS (endotelial Nitrik oksid sentaz) geni ile pre-eklampsi arasinda bir baglantisi

olabilecegine dair kanitlar bulmuslardir. Bununla birlikte, Lewis, Amsterdam ve
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Ingiltere’ de benzer markirlar1 kullanilarak yaptigi, tekrar niteligi tasiyan bir
calismada, Arngrimsson ve arkadaglarinin elde ettigi bulgular1 onaylamamaktadir.
Cin ve Avustralya populasyonlarinda eNOS geninin polimorfik allel dagilim,
hasta ve kontrol gruplar1 arasinda farklilik gostermezken, iki etnik grup arasinda
bulunan fark anlamlidir. Ayn1 sekilde, Japon ve Beyaz-Fransiz populasyonlari
arasinda yapilan karsilastirma calismasinda da benzer sonuglar bulunmustur.
Ayrica Japon populasyonunda yapilan diger bir ¢aligmada bu polimorfizm ile pre-
eklampsi arasinda anlamli bir birliktelik tespit edilmistir (32, 33, 34). Bu

birliktelik Dogu Finlandiya populasyonunda net olarak gdsterilememistir (35).

Hispanik populasyonunda ise, anjiotensinojen gen polimorfizmi hastalik
icin risk olarak gosterilmezken, eNOS geninin sadece kiigiik gebelik yasinda

yiiksek kan basinci ile ilgili oldugu tespit edilmistir (36).

Yapilan bazi1 ¢alismalarda, pre-eklamptik kadinlarin plazma homosistein
miktarinin yliksek oldugu goriilmiistiir. Hiperhomosisteinemianin en yaygin
nedeni, N°, N' Metilen Tetrahidrofolat Rediiktaz’in (MTHFR) thermolabil bir
formunun olugmasidir. Avrupa ve Japon populasyonlarinda MTHFR geninin
C677T (C: Sitozin) polimorfizminin pre-eklampsili ve eklampsili hastalarda risk
faktorii olabilecegi buna karsin, Ingiliz, Amerikan, Fin ve Giiney Afrika

populasyonlarinda ise, risk faktorii olusturmadigi rapor edilmistir (37, 38, 39).

Son zamanlarda Avustralya populasyonunda yapilan bir ¢aligmada, C677T
ve Al1298C polimorfizmleri ile pre-eklampsi/eklampsi arasinda anlamli bir

birliktelik bulunamamustir (40).

Tiirkiye’de pre-eklampsili hastalarda yapilan bir ¢aligmada elde edilen
hafif hiperhomosisteinemia bulgusunun, genetik orjinli, bagimsiz bir faktdrden
daha ¢ok damarsal bir hasar ve hipertansiyonun sonucunda meydana geldigi tespit

edilmistir (41).

Faktor V Leiden’in, gebelikte fizyolojik hiperkoagiilasyonun yani sira
plasentada trombiis artisina neden oldugu diisiiniildiigiinde, bu mutasyonun pre-

eklampsi icin kalitimsal bir risk faktorii olabilecegi yargisina varilmaktadir. Beyaz
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ik populasyonlarinda yapilan bir ¢alismada pre-eklampsi ile faktér V Leiden
mutasyonu birlikteligi rapor edilmistir (42, 43).

Incelenen beyaz 1k populasyonlarinda (Alman, Hirvat ve Endonezyal)
pre-eklampsi risk artis1 ile Leiden mutasyonu arasinda bir birliktelik tespit
edilmistir. Bu birliktelik Alman ve Hirvat populasyonlarinda anlamli bulunurken

Endonezya populasyonunda anlamli bulunmamustir (44).

Anglikan ve A.B.D. populasyonunda faktér V Leiden ve MTHFR 677T
mutasyonlari birlikte incelenmis, sonug olarak kontrol ve hasta grubu arasinda her

iki gen polimorfizmi agisindan fark olmadig: goriilmiistiir (45).

Obstetrik komplikasyonlar acisindan beyaz kadinlar arasinda trombofiliye
neden olan diger gen mutasyonlar1 (MTHFR C677T, FVL, -455G/A beta-
fibrinojen geni) ile protrombin G20210A mutasyonu birlikte incelendiginde, pre-
eklampsi ve kontrol gruplart arasinda allel sikliklarinin benzer oldugu
bulunmustur. Sonu¢ olarak, bu polimorfizmlerin gebelik komplikasyonlarinin

ortaya ¢ikmasinda etkin olup olmadig1 net olarak gosterilememistir (46).

Pre-eklamptik kadinlarin plasenta ve plazmasinda mRNA expresyonunda
artisa bagl olarak, PAI-1 (Plazminojen aktivator inhibitor tip 1) miktarinda artis
oldugu tespit edilmistir. Japon populasyonunda PAI-1 geninin 4G/4G genotipinin

pre-eklampsi icin bir risk faktorii olabilecegi rapor edilmistir (47).

ftalya’da hafif pre-eklampsisi olan kadimlar arasinda PAI-1 geninin -
6754G/5G ve -844G/A genotip polimorfizmleri ile yapilan bir calismada, -
6774G/5G allel dagilimi anlamli olarak farkli iken, -844G/A allel dagiliminda
anlaml bir farka rastlanmamigtir. Ayrica hipofibrinolitik genotiplerin (4G/4G ve
A/A) MTHFR, protrombin ve FVL’nin bulundugu trombofilik mutasyonlardan
bagimsiz olarak hafif pre-eklampsi ile birliktelik gdsterdigi bildirilmistir (48).

Dogu Finlandiya populasyonundan alinan pre-eklampsi ve kontrol gruplari
arasinda polimorfik allel dagilimi1 (4G/5G) agisindan bir farka rastlanmamustir.

Elde edilen sonuglar bu populasyonda, PAI-1 polimorfizminin pre-eklampsinin
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patogenetiginde onemli bir katkisinin olup olmadigini net olarak gdsterememistir

(49).

Kuzey Avrupali kadinlar arasinda yapilan bir ¢alismada, kontrol grubuna
gore pre-eklampsi hastalarinda GPIIla 98T allel sikligimin daha fazla oldugu
bulunmustur. Caligsma sonucunda bu polimorfizmin pre-eklampsi i¢cin daha dnce

tanimlanmamusg bir risk faktorii olabilecegi bildirilmektedir (50).

Diger bir ¢aligmada Siyahi Giiney Afrikali pre - eklampsili kadinlarda
PAI-1 geni 4G alleli ve platelet glikoprotein IIla (PGIIla)’nin PI** allel

polimorfizmi incelenmis ve sonucglar anlamli bulunmamaistir (51).

Giliney Afrikali Zulu kadinlar1 arasinda yapilan bir c¢alismada,
trombomodulin geni 455C (Sitozin) veya T (Timin) polimorfizmi ile pre-
eklampsi/eklampsisi olan kadinlar arasinda anlamli bir birliktelik tespit

edilememistir (52).

Yine bu grup hastalarda endotel fonksiyon bozuklugu i¢in 6nemli olan
apolipoprotein-E polimorfizminin, hasta ve kontrol gruplari arasinda allel
sikliklar1 acisindan herhangi bir farka rastlanmamistir. Bu populasyonda ilgili

genin pre-eklampsi i¢in risk olusturmadigi goriilmistiir (53).

HLA-G proteinlerinin farkli oranda expresyonunun pre-eklampsi ve
eklampsinin patogenetiginde etkin olabilecegi diisiincesiyle Fransa’da yapilan bir
caligmada, pre-eklampsinin patogenezisinde HLA-G’nin anahtar rol oynadigi

saptanmistir (54).

IGF-II'nin  pre-eklampsinin etiyolojisinde 6nemli rolii oldugu ileri
siiriilmektedir. Irlanda’da yapilan bir ¢alismada, HLA-G geninin 2, 3 ve 8.
ekzonlar1 ve IGF-II polimorfizm ydniinden incelenmistir. Inceleme sonucunda,
her iki gen bolgesinin de pre-eklampsi ile iliskisinin olmadig1 ortaya konmustur

(55).

Edinburg (Iskogya, Birlesik Krallik) populasyonunda yapilan bir calisma
da HLA-siuf II igerisinde yer alan HLA-DR4 antijenlerinin pre-eklamptik

annelerde ve bebeklerinde birbirinden bagimsiz olarak artis gosterdigi rapor
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edilmistir. Farkli ¢alismalarda anne ve fetiis arasindaki HLA-DR4 antijen
paylasimi ve iddia edilen iligki ne onaylanmis ne de bu fikir ¢iiriitiilebilmistir.
Bunun disinda Amerikan-isko¢ populasyonlarmin birbirinden bagimsiz olarak
yapilan analizlerinde, belirli B44-DR7 alleli bulunduran haplotiplerin pre-
eklampsi riskini artirdig1 temel diisiincesi yer almistir. Ayrica, pre-eklampsi i¢in
giicli bir risk faktorii olan antifosfolipit antikor sendromu ile HLA-DRS53

antijenleri arasinda bir birliktelik oldugu rapor edilmistir (56).

TNF reseptorlerinin plazma konsantrasyon artisi ile pre-eklampsi arasinda
bir birliktelik olabilecegi diisiincesiyle yapilan ¢alismalarda Chen ve arkadagslar
TNF’in promotdr bolgesinde -308 G (Guainin)—A (Adenin) degisimi sonucu
meydana gelen TNF-T1 alleli ile pre-eklampsi arasinda bir birliktelik oldugunu
tespit ederken, diger bilim adamlar1 TNF-T1 veya T2 alleli i¢in bu birlikteligi
belirleyememislerdir. Yine, pre-eklampsi, HELLP sendromu ve gebelige baglh
gelisen hipertansiyon tanist konmus 150 Hollanda’li ailenin bulundugu bir
calismada, TNF —LT bdlgesinde tespit edilen 9 adet polimorfizm degerlendirilmis
fakat bu gen polimorfizmlerinin ailesel pre-eklampsi ile herhangi bir birliktelik
gostermedigi belirlenmistir. Sonug olarak, TNF’ in promtor bolgesinde yer alan
polimorfizmlerin pre-eklampsi gelisimi i¢cin major bir etken olmadigi

varsayiminda bulunulmustur (57).

Finlandiya populasyonunda yapilan bir baska ¢calismada da TNF geninin -
850 promotor bolgesinde C (Sitozin)—>T (Timin) polimorfizminin, bireysel pre-
eklampsi riskini etkileyebildigi ve pre-eklampsi gelisimine karst koruyucu

olabilecegi tespit edilmistir (58).

Yine Finli eklamptik kadinlar arasinda TNF geninin -307 pozisyonunda
G—A polimorfizmi incelenmis, kontrol grubuna oranla hasta grubunda TNF2
allel sikliginin anlamli olarak daha fazla oldugu bulunmustur. Bu populasyonda

TNEF2 allelinin, eklampsi gelisimine katkida bulundugu tespit edilmistir (59).
Arastirmacilarin  bazilari, Oncii interlokin-1 geninde meydana gelen
polimorfizmlerin pre-eklampsi gelisimi ile iliskili olabilecegi iizerinde

durmuslardir. Hispanik populasyonunda yapilan bir ¢alismada, Interldkin-1p
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geninin promotor bdlgesinin -511’inci pozisyonunda Sitozinin Timine transisyonu
sonucu meydana gelen degisimin pre-eklampsinin patogenezisinde etkin
olmamakla birlikte, pre-eklampsinin siddetinde etkin olabilecegi bildirilmigtir

(60).

Pre-eklampsi gelisiminde anneye ait metabolik sorunlarinda katkis1 oldugu
bildirilmektedir. Pre-eklampside belirginlesen ve metabolik bir sorun olan
dislipidemi, endotel hiicrelerinde fonksiyon bozuklarina neden olmaktadir. Pre-
eklampsi siliresince HDL (yiiksek dansiteli hipertrigiliserit) kolesterol
konsantrasyonu azalmakta ve daha kiiciik fakat daha arterojenik bir degisken olan
LDL oraninin artmasi (diisiik dansiteli protein) hipergliserideminin bir sonucu
olarak agir basmaktadir. Bu anormal lipitler pre-eklampside endotel bozuklugu
tesvik edicileridirler. Hubel ve arkadaslarinin yaptig1 bir calismada dort LPL gen
polimorfizmi ile pre-eklampsi birlikteligi arastirilmistir. Bu polimorfizmlerden
ilki, ekzon-2’de DIN (D; Aspartik asit, N; niikleotid), ikinci, ekzon-6’da N291S
(S; serin), ligiinciisii, LPL geninin promotore en yakin bolgesinde -93. pozisyonda
T—G ve dordiinciisii ise, ekzon 9°da S447X (S; serin, X; dur kodonu) seklindedir.
Yapilan bir ¢alismada N291S, DON ve -93T—G polimorfizmlerini tasiyan
bireylerin kalp-damar hastaligina ve dislipidemiye egilimli oldugu bulunmustur.
LPL proteininde tespit edilen tiim mutasyonlari tasiyan bireylerde anlamli olarak

pre-eklampsi riskinin artig1 gézlemlenmistir (61).

Kim ve arkadaslarinin Kore populasyonunda yaptigi D9N, -93T—>G
mutasyonlart ile ¢alisma grubunda bir birliktelik bulamazken sadece hastalarin
kiigtik bir alt grubunda (dogum yapmamis kadinlar arasinda) HELLP sendromu
icin risk artist ile N219S mutasyonu arasinda bir birliktelik tespit edilmistir (62).

2. 6. Biyotransformasyon enzimleri ve detoksifikasyon mekanizmalari

Yapilan caligmalar sonucunda; pre-eklampsi, eklampsi ve HELLP
sendromunun fizyopatolojisine katkida bulunabilen, detoksifiye edici ve

temizleyici sistemler ile oksidativ strese neden olan serbest oksijen radikalleri ve
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lipid peroksidleri gibi, toksik bilesikler arasinda bir oransizlik oldugunu gosteren
kanitlarda artig gézlenmistir. Baz1 toksik bilesenler, viicuda alinan besinlerle, hava
kirliligi sonucunda veya viicut icerisinde yapilmaktadir. Organizmalar bu toksik
bilesiklere yada oksidantlara karsi enzimatik veya enzimatik olmayan savunma
mekanizmalar1 gelistirmiglerdir. Bu mekanizmalarin biiyiik bir ¢ogunlugunu
karacigerde bulunan enzimler gergeklestirmektedir. Organizmanin igerisine alinan
kimyasallar, bu enzimler sayesinde zararsiz hale getirilmektedir, bu degisim
“biyotransformasyon” olarak tanimlanmaktadir. Kimyasal maddeler ister
biyolojik olarak aktif olsun ister olmasin, organizmanin degisik mekanizmalarinda
etki gosteren metabolitlere doniisiir ve daha sonra konjugasyonla inaktif hale
getirilerek  uzaklastirilirlar.  Toksik dirlinleri zararsiz hale doniistiirme
mekanizmasina  “detoksifikasyon  (zehirsizlestirme)  mekanizmas1”  denir.
Organizma i¢in yabanci kimyasal maddelerin detoksifikasyon mekanizmalari, Faz

I ve Faz Il reaksiyonlari olarak iki fazda toplanmaktadir (63).

Faz I enzim sisteminin baglica bileseni bir hemoprotein olan sitokrom
P450°dir. Bu fazda lipitte ¢oziinen yabanci bilesikler (ksenobiyotikler) daha polar
molekiiller haline doniismektedirler. Faz 1, oksidasyon, hidroliz ve kopma
reaksiyonlarmin gerceklestigi basamaktir. Bu olayda goérev yapan enzimlerin
aktiviteleri sirasinda meydana gelebilecek her tiirlii hasar, enzimi bloke eder ve

toksik bilesikler organizmaya zarar verir (6).

Faz II reaksiyonlari, faz I reaksiyonlar1 sonucu olusan polar bilesiklerin
konjugasyon  reaksiyonlarinin = gerceklestigi  basamaktir.  Konjugasyon
reaksiyonlarr, kimyasal maddelerin organizmadaki endojen maddelerle
(glukoronik asit, metil grubu, siilfat, aminoasit, asetil grubu gibi) birleserek
atitlimlar1  kolaylasir ve bdylece bu maddelerin toksisiteleri azalir. GST
(Glutatyon-S-transferaz) ve NAT (N-asetil transferaz) faz Il reaksiyonlarinda rol
oynayan Oonemli enzimlerdendir. Faz II'nin baslangi¢ evresinde, arzu edilmeyen
yan etkilere sahip toksik ara iiriinler ortaya ¢ikabileceginden faz I ve faz Il enzim

aktiviteleri iyi koordine edilmelidir (Sekil 2.1) (64).
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Sekil 2.1. Biyotransformasyon enzimlerinin faz I ve II reaksiyonlarinin

basitlestirilmis semasi.

Toksinlerin kimyasal modifikasyonu sitokrom P450 (CYP) ve hidroksil
veya amino- gruplari araciligiyla yapilmaktadir (toksik bilesik X, geri kalan grup
R ile gosterilmektedir). Bu reaksiyonlari, genellikle Glutatyon S-transferaz (GST)
aracilifiyla glutatyon (GSH) konjugasyonu ve merkaptiirik asit yolunun sonraki
basamaklar1 takip etmektedir. Y-glutamil transferaz aracilifiyla (GT) Y-
glutamil’in yaris1 atilmaktadir. Atilan dipeptit sonradan konjugant bir {irlin
vermesi i¢in sistein glisin dipeptaz (Pep) veya aminopeptidaz (pep) aracilifiyla
boliinmektedir. Bu sistein konjugat, N-asetil transferaz (NAT) vasitasiyla
asetillenmektedir. Bu durum merkaptiirik aside onciiliik etmektedir (Gly: Glisin,

AC-COA: Asetil koenzim-A).

Zenobiyotik metabolizmasinda rol oynayan enzimleri kodlayan genlerde,
bireyler arasindaki etnik farkliliklara, yasam sekli ve c¢evresel faktorlere baglh
olarak, degisik polimorfik formlar olusabilmekte ve bunlarin sikliklarinda da
farkliliklar meydana gelmektedir. Genotipte meydana gelen degisiklikler fenotipe

yansiyabilmekte ve enzim aktivitesinde degisiklige neden olabilmektedir. Tiim
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cevresel faktdrlerin yani sira, biyotransformasyon enzimlerindeki genetik
polimorfizm, bireyler arasindaki enzim aktivitesinde goriilen farkliligin ana
kaynagidir. Biyotransformasyon enzimlerinin genetik polimorfizmine neden olan
molekiiler mekanizmanin ¢ogu bilinmemekle birlikte, mekanizmanin Sekil 2.2°de

gosterildigi gibi olabilecegi diisiiniilmektedir (6, 7).

Brrotars fornmasyon Ermmin 1
Kodlayan Gen
F. |

| 0 N HN
e 5NN
mE A ] [ . .| [ =
| - | N W
protein Az protein Tamolmayan yada A Jebvites 1 Alctivitesi
Inaktif protein defizen protein olmayan pmotein

Sekil 2. 2. Biyotransformasyon enzimlerinde meydana gelen polimorfizmin
farkli molekiiler mekanizmasi.

Intronlar acik, ekzonlar ise koyu renkle, genin diizenlenme bdlgesi ise gen
bolgesinin basinda bir ¢izgiyle gosterilmistir.

1. intron bolgesidir ve protein sentezinde gen bolgesinden cikarilir. Protein
sentezlenmez.

2. Diizenleme bolgesidir. Mutasyon olabilir. Islevsiz protein olusturabilir.

3. Mutasyon intron-ekzon sinirinda olabilir. Tam olmayan yada inaktif protein
olusturabilir.
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4. Mutasyon kritik olmayan amino asitte olabilir. Aktivitesi degisen protein
olusturabilir.

5. Mutasyon kritik amino asitte meydana gelebilir ve aktivitesi olmayan protein
olusturabilir.

Son yirmi yil  siiresince  plesanta  icerisinde  zenobiyotik
biyotransformasyonun nasil gergeklestigi iizerine bir takim kabul edilebilir teoriler
One siirlilmiistir. Bunlardan biri, yabanci molekiillerin fetiise ulasmadan
engellenmesine olanak taniyan metabolit bir bariyerin bulundugunu ileri
siirmektedir ve bu bariyer araciligiyla toksik bilesikler daha az zararli bilesenlere
doniistiiriilmektedir. Pre-eklampsi, eklampsi ve HELLP sendromlu hastalarda
sinsitotrofoblast membran parcalari, sitokinler ve toksik proteazlar gibi toksik
bilesiklerin daha az zararli hale doniistiiriilmesini saglayan biyotransformasyon
enzimlerinde ¢esitli polimorfizmlerin bulunduguna dair ¢alismalar vardir (65). Bu
enzimler arasinda sitokrom P450, glutatyon S-transferaz (GST) ve epoksid

hidrolaz dikkati ¢cekmektedir.

Karaciger endoplazmik retikulumunda bulunan ve oksidasyon sisteminde
islev yapan sitokrom P450, karaciger mikrozomlarinda ve adrenal korteks
mitokondrilerinde temel elektron tagima zincirindeki en son enzim grubudur.
Biyotransformasyon enzimlerinin faz I reaksiyonlarinda yer alan en belirgin
enzimdir. Sitokrom P450 enzimini kodlayan gen ailesi 19pl13.2—>qter
kromozomal bélgede lokalize olmaktadir ve baz dizilimi benzerliklerine goére ¢ok
sayida izoformu (CYP ailesi) vardir. CYP ailesi iyelerinin sahip olduklar
polimorfizmlerin daha ¢ok ilag metabolizmasi ve kanser genetiginde etkin oldugu
gozlenmistir. Pre-eklampsi, eklampsi ve HELLP sendromu ve sitokrom P450
enzim polimorfizmleri ile iligkili bir ¢alisma Hollanda’da yapilmistir. Bu
calismada GSTP1 enzim polimorfizmi ile CYP1A1 geninin 7.ekzonda A4889G
transisyonu sonucu olusan Ile (Izolésin)—Val (Valin) polimorfizminin, pre-
eklampsi hikayesi olan kadinlarda HELLP sendromu gelisime riskini etkilemedigi

kanisina varilmistir (66).
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Oksidatif streste rol oynadig: diisliniilen diger bir enzim grubu da GST
enzim ailesidir. GST’ler karsinojen ve mutajenleri iceren c¢esitli hidrofobik ve
elektrofilik substratlarin glutatyonun (GSH) tiol (SH) grubu ile konjugasyonunu
saglayan cok islevli bir enzim ailesidir. Insan sitosolik GST’larin polimorfizm
sikliklar1 etnik &zelliklere bagli olarak degismektedir. Insanlarda A (Alfa), M
(Mu), T (Theta) ve P (Pi) olarak dort biiyiik alt gruba ayrilan GST ailesi sirasiyla
6, 1p13.3, 22 ve 11ql3nolu kromozomal bdlgelerde lokalize olmaktadir. Bu
enzim gruplarim1  kodlayan genlerde meydana gelen degisiklikler enzim
aktivitesini degistirebilmektedir. Bu diisiincelerle yola ¢ikan arastirmacilar,
Hollandali beyaz kadinlar arasinda yaptiklar1 bir ¢alismada GSTM1, GSTT1 ve
GST PI1-1 gen polimorfizmi ile pre-eklampsinin fizyopatolojisi arasinda bir iligki
olabilecegi olasiligin1 incelemiglerdir. Polimorfizm, GSTM1 ve GSTTI
genlerinde delesyon seklinde, GSTP1 geninde ise 313. pozisyonda A—G degisimi
sonucunda, proteinin 105. pozisyonunda Ile—Val amino asidinin kodlamasiyla
olusmaktadir. GSTM1 ve GSTTI1 genotip sikliklar1 hasta ve kontrol grubunda
anlaml1 bir fark gostermezken, pre-eklamptik hasta grubunda GSTP1 geninde
bulunan bu mutasyonun allel siklig1 (hasta grubunda %14, kontrol grubunda %5)
kontrol grubuna gore daha yiiksek bulunmustur. Sonug¢ olarak GSTPI-1b
genotipinin  kadinlarda  glutatyon-S-transferaz  detoksifikasyon kapasitesini
azaltmasindan dolay1 pre-eklampsi gelisimine egilimini artirdigi tespit edilmistir

(66, 67).

Pre-eklampsi, eklampsi ve HELLP sendromu gelismesinde etkin
olabilecegi diisiiniilen diger bir biyotransformsasyon enzim grubu da epoksid
hidrolazlardir (EH). Esasinda epoksid hidrolazlar, kimyasal olarak reaktif
epoksidlerin dihidrodiol iiriinlerine hidrasyonunu katalizleyen bir protein sinifidir.
Basit epoksidler benzer dihidrodiollere hidrate olurken, aren oksidler de trans-
dihidrodiollere doniisiirler. Epoksid hidrolazlar, molekiiler agirliklari, substrat
Ozgilligl, biyo-fiziksel ve immiinolojik 6zellikleri gbz oniine bulundurularak 5
grup altinda toplanmistir. Bunlar: mikrozomal, ¢oziiniir (veya sitosolik),
kolesterol epoksid hidrolazlar, hepoksilin A; hidrolaz ve lokotrin A4 hidrolaz

seklinde siralanir (8).
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2. 6. 1. Mikrozomal epoksid hidrolaz enzimi ve detoksifikasyon

mekanizmasi

Bir organizmanin reaktif kimyasallar1 daha az zararli maddelere
doniistiirme kabiliyeti toksik etkileri azaltmak agisindan 6nemlidir. Mikrozomal
epoksid hidrolazi kodlayan gen (EPHX), belirli zenobiyotik kimyasallarla
transkribe olur. Ortaya ¢ikan protein {irlinii (mikrozomal epoksid hidrolaz enzimi-
mEH), yabanci molekiile suyun ¢apraz baglanmasini saglayarak, toksik molekiilii
suda daha fazla eriyebilen dihidrodiol tiirevlerine, faz I tepkimelerinin hidrolizini
katalizleyerek doniistiiriirler (sekil 2.3) (9). Bdylece bu zararli bilesiklerin
viicuttan daha kolay atilmalar1 saglanmis olur. Epoksid hidrolaz, basit
alifatiklerden biiylik polisiklik aromatik hidrokarbonlara kadar genis substrat
ozgilligli gostermektedir. Epoksidler, monooksigenazlarin prokarsinojen
substratlar iizerine yaptiklar1 etkiler sonucu ortaya ¢ikan iirlinlerdir. Bu maddeler
enzimatik olarak endojen ve zenobiyotik maddelerin oksidatif metabolizmasi
stiresince hiicre ve dokularda olusmaktadir. Epoksidler, ileri derecede etkin
mutajenik veya karsinojenik olabilecekleri gibi her iki ozellige de sahip
olabilirler. Bu 6zelliklerini, hiicresel makromolekiillerle (DNA, RNA, proteinler)

etkilesime girerek gostermektedirler (68).

—C—C—+HO0 -—C—C—
\ ||
@) HO OH
Epoksid Dihidrodiol

Sekil 2.3. Viicut icin zararhi bilesenler olan epoksidlere bir molekiil suyun

cklenmesi ile olusan daha az zararli dihidrodiol iiriinii.
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Bundan baska, mikrozomal epoksid hidrolaz (mEH) hepatositlerin diiz
endoplazmik retikulum vesikiilleri icerisinde safra asitlerinin taginmasina da

aracilik etmektedir (69).

2. 6. 2. mEH enzim polimorfizmleri ve pre-eklampsi, eklampsi,

HELLP sendromu arasinda risk iliskisi

Ratlar, tavsanlar ve insanlardan izole edilen mikrozomal epoksid hidrolaz
enzimi karsilastirildiginda, insanlarda bu enzim yalnizca endoplazmik retikulum
zarlarinda bulundugu tespit edilmistir. Insan mikrozomal epoksid hidrolaz
enzimini 1g42.1 kromozomal bodlgede lokalize olan fonksiyonel tek bir gen
aracilifiyla kodlanmaktadir. Sekiz intron ve dokuz ekzondan olusan bu gen, 455
amino asit igeren bir protein sentezlemektedir. Genin farkli hiicre tiplerinde
expresse oldugu ve protein iiriiniiniin de (mEH enzimi) tiim organlarda bulundugu
gosterilmistir. Bazi ¢aligmalarla, gende meydana gelen polimorfizmlerin enzim
aktivitesinde degisikliklere yol actigi bildirilmistir (70). Ayrica son yillarda
yapilan calismalarda, enzim aktivitesinde meydana gelen degisikliklerin pre-
eklampsi benzeri hastaliklara bireysel yatkinligi artirdigi da distiniilmektedir.
Hollanda populasyonunda yapilan bir calismada, pre-eklampsi ve HELLP
sendromu tanist konmus hastalarda EPHX geni ekzon-3 ve ekzon-4
polimorfizmleri incelenmistir. EPHX geninin 3. ekzonunda Timinin (T) yerini
Sitozinin (C) almasiyla (113. kodonda Tirozin (Tyr) Histidine (His)
doniismesiyle) olusan polimorfizmin enzim aktivitesini %40 azalttig1 tespit
edilmistir. Bu incelemeye dayanarak 113His alleli yavas allel olarak
adlandirilmistir. Genin 4. ekzonunda Adenin yerini Guaninin almasi ile 139.
kodonda Histidin amino asidinin Arjinine (Arg) donlismesiyle meydana gelen
polimorfizm, enzim aktivitesini yaklasik olarak %25 artirdigi gozlemlenmistir.
Buna bagli olarak 139 Arg alleli hizli allel olarak adlandirilmistir. Calisma
sonucunda, kontrol grubu ile karsilastirilan pre-eklampsi/HELLP sendromlu hasta
grubunda 113Tyr/113Tyr homozigot oraninin daha yiliksek oldugu bulurken,

139His—>139Arg polimorfizm dagilimi agisindan gruplar arasinda bir fark
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bulanamamistir. Bu bulgulardan yola ¢ikarak endojen veya ekzojen toksik
bilesiklerin metabolik aktivasyonunda farkliliklara neden olan 3. ekzonda hizli
aktivite genotipinin pre-eklampsiye yatkinlig1 artirabilecegi ifade edilmistir.
Bununla birlikte EPHX geninde meydana gelen bu polimorfizmlerin pre-
eklampsinin yam1 sira HELLP sendromu gelisiminde risk olusturmadiklari
bildirilmistir (10). Benzer bir calisma Finlandiya populasyonunda yapilmus,
calisma sonucunda, Timin-Adenin (113Tyr ve 139Arg) haplotip sikliklarinin pre-
eklampsi ile anlamli bir birliktelik gosterdigi tespit edilmistir. Ayrica Hollandali
pre-eklamptik hastalarda yapilan ¢alismada, bu belirli haplotiplerin pre-eklampsi

gelisiminde risk artigina neden olabilecegi belirtilmistir (11).

2. 6. 3. Mikrozomal epoksid hidrolaz enzim polimorfizmleri ve diger

hastahiklarla iliskisi

EPHX geninin yapisal bdlgeleri i¢inde meydana gelen genetik
polimorfizmler bulunmaktadir. Bu polimorfizmler, fonksiyonal expresyon
acisindan  populasyonlar arasinda farkliliklara neden olmaktadir. Bu
polimorfizmlerden biride EPHX geninin 5° ucunda meydana gelmektedir. Bu
bolgede simdiye kadar transkripsiyon baglama bolgesine yakin -743 bg¢’den 185
b¢’ne kadar olan 7 adet polimorfik bolge tanimlanmigtir. EPHX geninin 5’
bolgesinde bulunan bu polimorfik lokuslarin genin transkripsiyonal aktivitesini
farkli oranlarda degistirdigi tespit edilmistir. EPHX geninde meydana gelen
polimorfizmlerin kanser gelisiminde bireysel yatkinlig1 etkiledigi ifade

edilmektedir (71).

Son zamanlarda Japonya’da 96 epileptik hastalarmin yer aldigi bir
calismada, EPHX geninin tiim ekzon ve intronlarin niikleotid dizilimi yapilarak
bes yeni tek niikleotit polimorfizmi bulunmustur. Bu polimorfizmlerden biri,
translasyonel baglama kodonu olarak, digerleri ise ekzon-2’de, ekzon-8’de, intron-
8’de ve ekzon-9°’da meydana gelmektedir. Fakat bu polimorfizmlerin giiniimiiz
icin ve epileptik ilaglarin detoksifikasyon mekanizmasi igin nasil bir biyolojik

anlam tasidig1 heniiz tespit edilememistir (72).
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Beyaz 1k populasyonlarinda tiim over kanserleri {izerine Tyrl13His
polimorfizminin etkisi arastirilmis, over kanseri risk artis1 ile yiiksek enzim
aktivitesine neden olan 113Tyr genotipi arasinda anlamli bir birlikteligin oldugu
tespit edilmistir. Bu durumun, endojen veya ekzojen karsinojenlerin metabolik
aktivasyonundaki farkliliklardan kaynaklanabilecegi diisiintilmiistiir (73). Yine
Ingiliz kékenli bir populasyonda, benzer bir hasta-kontrol ¢alismasinda, EPHX
geni hizli ve yavas aktivite allel polimorfizmlerinin over kanser riski ile iligkisi
arastirilmis ve her iki polimorfizmin over kanseri i¢in, bu populasyonda risk

artisina neden olmadig1 bulunmustur (74).

Avustralya populasyonunda yapilan diger bir ¢alismada, over kanseri olan
kadmnlar ile kontrol grubunda, 113Tyr—113His polimorfizm oranlar1 ve sigara
kullaniminin over kanserine etkisi degerlendirilmistir. Sigara kullanimina bagl
olusan  bilesiklerin ~ mutajenik  formlara  doniismesine  neden  olan
biyotransformasyonun, over kanseri olusumunda genellikle etken olmadigi buna
karsin, detoksifikasyon oraninin yiiksek olmasinin, endometrial over kanseri

riskini azalttig1 ifade edilmektedir (75).

Yine EPHX gen polimorfizmi ile sigara kullanim1 ve ¢esitli kimyasallara
baghh gelisen akcigerlerin bazi hastaliklar1 arasinda bir iliski olabilecegi
diisiiniilmistiir. Sigara i¢cimi ve meslekle iliskili olarak ¢esitli kimyasal ve ¢oziicli
maddelere maruz kalmaya bagli hiicre ve dokularda hasar olusabilmektedir. Bu
hasar sonucu kronik obsriiktif pulmoner hastaligi (COPD) ve anfizem hastaligi
ortaya cikmaktadir. Ingiltere yapilan hasta-kontrol ¢alismasinda, Tyr113His ve
His139Arg polimorfizmlerinin dagilimlart degerlendirilmis, anfizem ve COPD
hastalarinda yavas aktivite allel (113His ve 139His) sikliginin kontrol grubuna
gore anlamli olarak daha fazla oldugu tespit edilmistir. Calisma sonucunda,
zenobiyotikleri metabolize eden enzimlerde meydana gelen polimorfizmlerin bazi
akciger hastaliklarinin gelismesinde bireysel yatkinlik olusturabilecegi yargisina
varilmistir. Ayrica sigara-tiitiin bilesenlerinin ortaya ¢ikardigi epoksid tiirevlerinin
bu hastaliklarin fizyopatolojisinde etken olan bazi akciger hasarlarinin nedeni

olabilecegi de agiklanmustir (76). Benzer bir ¢alisma da Japon populasyonunda
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yapilmigtir. Sigara icen ve anfizemi olan bireyler ile sigara igen, anfizemi
olmayan bireyler arasinda EPHX ekzon-3 ve ekzon-4 polimorfizm dagilimlari
karsilastiritlmis ve gruplar arasinda anlamli bir fark bulunamadigindan, bu
polimorfizmlerin Japon populasyonunda, anfizeme yatkinlik olusturmadigi

yargisina vartlmistir (77).

Japonya’da EPHX’1n yani sira CYP1A1, GST (T1, M1, P1) ve HMOX1
(homoksigenaz 1) enzimlerini kodlayan genlerdeki polimorfizmlerin anfizem
gelisimine  etkileri arastirllmis ve sadece EPHX ve HMOXI1 gen
polimorfizmlerinin olusturdugu bir kombinasyonun anfizemin gelismesinde etkin
oldugu tespit edilmistir (78). Kore’de yogun sigara icimine bagli COPD hastalig1
gelisen bireyler ile kontrol bireylerinin EPHX ekzon-3 ve ekzon-4 polimorfik
genotip sikliklarilart karsilastirilmis ve bir fark bulunmadigi tespit edilmistir.
Sonug olarak, bu genetik polimorfizmlerin COPD gelisiminde etkin olmadigi

bulunmustur (79).

Tayvanllar arasinda EPHX Tyrl13 polimorfizmi ve GSTP1 null allel
polimorfizmi tagtyicilarinin COPD yatkinligi oldugu ve bu iki polimorfizmin, agir
COPD gelisiminde birbirinden bagimsiz birer risk faktorii olduklar1 tespit
edilmistir (80).

1,3-Butadien (BD) sentetik kauguk ve cesitli plastik maddelerin yapiminda
kullanilan 6nemli kimyasal bir iirlindiir. Bu {riinlerin insan ve hayvanlar igin
genotoksik ve karsinojenik olma potansiyeli oldugu bildirilmektedir. Ayrica
genetik hasara ve tartismal1 bir konuda olsa insanlarda hematolojik malignensilere
neden oldugu diisiiniilmektedir. Giineydogu Teksas’da yapilan bir ¢aligmada, bu
kimyasallara belli oranlarda maruz kalmis ve sigara icmeyen iscilerde EPHX geni
Tyr113His polimorfizm birlikteligi degerlendirilmistir. Sonug¢ olarak, BD
kimyasalina maruz kalan is¢ilerde, bu polimorfizmin genotoksik etkilerin ortaya

¢ikmasinda, duyarlilig1 arttig1 tespit edilmistir (81).

Cek Cumhuriyeti’nde yapilan kiiclik bir calismaya dayanarak Cin
populasyonunda, is¢ilerde kiiciik miktarlarda BD’ye maruz kalmanin genetik

hasar i¢in risk olusturmadigi yargisina varilmistir. EPHX (His139Arg) ve GST
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polimorfizmlerinin bu genotoksik risk ile anlamli bir birlikteligi bulunamamigtir

(82).

Benzo[a]piren, tiitin dumaninda bulunan O6nemli bir kanserojendir.
Mikrozomal epoksid hidrolaz bu kanserojenin metabolizmasina katilan
enzimlerinden biridir. Farkli populasyonlarda yapilan calismalarda EPHX gen
polimorfizmi ile akciger kanser riski arasinda bir birlikteligin olabilecegi
bildirilmektedir. Bir hasta-kontrol calismasinda, ekzon-3’de yavas allelin
homozigot olarak bulunmasinin Afrikali-Amerikan populasyonunda, akciger
kanser riskini azalttigi gozlemlenirken, oldukca degisken olan beyaz bireyler
arasinda bdyle bir birliktelik tespit edilememistir. Bu bulgular, 113 His/113His
polimorfizminin akciger kanserine kars1 koruyucu olabilecegini diistindiirmiistiir
(83). Beyazlar arasinda yapilan daha kiiciik bir caligmada, yine akciger kanserinin
farkli alt tiplerinde (adeno-karsinoma: AC ve yassi hiicre karsinomasi: SCC) artan
oranlarda sigara i¢imi ile EPHX polimorfizmleri arasindaki iliski arastirilmistir.
(Calisma sonucunda, ¢ok yavag aktivite genotipinin, sigara igmeyen bireylerde
kanser i¢in risk olusturabilecegi yada agir igicilerde bu polimorfizmin nispi

oranda koruyucu olabilecegi yoniinde yorumlarda bulunulmustur (84).

Ayni arastirmacilar bir hasta-kontrol caligmasinda 1115 akciger kanseri
hastasi ile bu hastalarin es ve akrabalarindan olusan 1250 beyaz bireyde artan
oranlarda sigara kullanimi, akciger kanseri ve EPHX polimorfizminin yani sira N-
Asetiltransferaz polimorfizm iliskisini incelemislerdir. Calismanin sonucunda her
iki enzim polimorfizminin de, akciger kanseri iizerine birbirinden bagimsiz olarak
etki gosterdigi ve sigara kullaniminin da bu etkileri degistirdigi tespit edilmistir

(85).

EPHX polimorfizmleri ile iligkisi oldugu diisiiniilen diger bir hastalik
grubu da kolorektal adenomlardir. Kolorektal kanserlerin, diyetle ve sigara
kullanimi araciligiyla viicuda alinan polisiklik hidrokarbanlarin (sigara dumaninda
ve 1zgara yapilan et iirlinlerinde bulunmaktadir) genotoksik etkileri sonucunda

olusabilecegi diisiiniilmektedir. Bu toksik maddeleri viicutta detoksifiye eden
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enzimlerin aktivitesinde yasanacak problemlerin hastaligin ortaya c¢ikmasinda

etken olabilecegi bildirilmistir (86, 87).

Agiz, yutak (farenks), gitlak (larenks) ve yemek borusu (0zefagus)
kanserlerinde epoksid hidrolaz polimorfizmleri aday olarak diisiiniilmiistiir. Bu
malignensilerin gelismesinde baslica risk faktorleri, tiitiin kullanimi ve alkol
tiketimidir. Kanser riskini etkileyen diger bir unsur da, karsinojen

metabolizmasinda yer alan enzimleri kodlayan genlerde ki polimorfizmlerdir (88).

Hodgkin ve non-Hodgkin lenfomalarda da EPHX polimorfizmleri etken
olarak gosterilmistir. Petro-kimya endiistri {irtinlerinde (nitratlar, pestisitler,
herbisitler ve ¢oziiciilerin bulundugu kimyasallar) ve sigara dumaninda bulunan
benzen kanserojenine maruz kalmaya bagli olarak lenfoma tipi hematolojik
kanserler gelismektedir. Cek Cumhuriyeti’nde ve Norveg’te yapilan hasta-kontrol
calismalarinda CYP1A1l, CYP2El, GST (T1, MI1, Pl) ve EPHX
polimorfizmlerinin hastalik olusumunda bireysel yatkinlig: etkiledigi diisiiniilmiis,
her iki ¢aligma sonucunda da bu genetik polimorfizmlerin, lenfoid malignensilerin

gelismesinde ve ilerlemesinde anlamli rollerinin oldugu bildirilmistir (89, 90).

EPHX polimorfizmlerinin aday gosterildigi hastaliklardan biri de
hepatoselliiler karsinomadir (HCC). Bu hastaligin gelismesinde kronik hepatit
enfeksiyonu veya sagliksiz depolanan misir ve Amerikan fisti§i’'nda olusan
Aspergillus fungi tarafindan yapilan aflatoksin Onemli risk faktorleridir.
Aflatoksinin en mutajenik ve karsinojenik sekli AFB1’dir. AFB1’in metabolitinin
DNA fizerine yaptigt mutajenik etki sonucunda kanser gelisebilmektedir.
Detoksifikasyon mekanizmasi, aflatoksinin toksik etkisini Onleyerek DNA’y1
korumaktadir. Sudan’da yapilan bir ¢alismada GST ve EPHX polimorfizmlerinin
hepatoselliiler karsinoma {izerine etkisi incelenmis ve her iki enzimin de
aflatoksin mekanizmasinda anlamli rollerinin olmadigi buna karsin, EPHX
polimorfizminin kanser gelisime riskini degistirdigi diislincesinden yola ¢ikarak

HCC olusumunda da risk artigina neden olabilecegi bildirilmistir (91).

New  York’da  yapilan  hasta-kontrol caligmasinda ~ EPHX

polimorfizmlerinin meme kanseri olusmasinda anlamli bir faktoér olabilecegi
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diisiiniilmiis, sigara kullanimi ve menopozun bu hastaligin olusmasinda risk
artisina neden olup olmadig1 degerlendirilmistir. Sonug¢ olarak, bu populasyonda

bu polimorfizmlerin gégiis kanseri riskini artirmadigi yargisina varilmistir (92).

Biyotransformasyon enzimlerini kodlayan genlerde meydana gelen
degisikliklerin miyokardial infaktiis riskini degistirebilecegini  diislinen
arastirmacilar, Ingiltere’de akut miyokard enfarktiisii geciren bireylerde bu
hastaliga GST ve EPHX gen polimorfizmlerinin katkilarini incelemislerdir. EPHX
polimorfizmleri hastalik i¢in herhangi bir risk teskil etmemesine karsin GSTM1
delesyon tasiyan genotipinin (null genotip) enfarktiis i¢in koruyucu olabilecegi
bildirilmis, 6zellikle de sigara kullanan hastalarda bu bulgunun daha dikkat ¢ekici
oldugu tespit edilmistir (93).

EPHX gen polimorfizmlerinin aday olarak gosterildigi diger bir hastalik
da  hiperkolonemia’dir.  Hiperkolonemianin nedenleri arasinda EPHX
polimorfizmleri de yer almaktadir. Bu polimorfizmlerden biri genin 5’ ucunda -
4238. bolgede Timinin Adeninle yerdegistirmesi ile (allel I), ikincisi ise
l.intronda 2557. pozisyonda Sitozinin Guaninle yer degistirmesi (allel II)
sonucunda olusmaktadir. mEH enzimi, karacigerde sodyuma bagli safra asidi
aliminda islev yapmaktadir. Bu enzimin yokluguna neden olan polimorfizmlerin,

hastada hiperkolonemia etiyolojisine katkida bulundugu goriilmiistiir (94).

2. 7. Polimorfizmin Tamimi ve Genetik Polimorfizmin Saptanmasinda
Kullanilan Yontemler

Poli ve morfizmos kelimelerinden olusan polimorfizm, eski Yunanca’da
“cok sekillilik” anlami tastyan bir sozciiktiir.

Genetik polimorfizm, bir populasyonda, farkli allellere bagli olarak,
genetik olarak belirlenmis iki veya daha cok alternatif fenotipin goriilmesidir.

Populasyon genetikgilerine gore, bir gen lokusu, nadir alleller en az %1
frekansina sahip olduklari ve sonugta bu alleller i¢in heterezigotlar en az %?2
oraninda goriildiikleri takdirde polimorfik olarak tanimlanirlar. Populasyon

genetigi acisinda belli bir frekansa gereksinim olmasina karsin, molekiiler biyoloji
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acisindan, frekansin 6dnemi olmayip, bir ailede dahi goriilen varyant polimorfik
adin1 almaktadir.

Polimorfizmler, tiirlerin ~ bulunduklar1  ortama  adaptasyonlarini
kolaylastirarak, evrimsel siirecte ayakta kalabilmelerine olanak verir.

Polimorfizm, tiim birey diizeyinde (fenotip), proteinlerin ve kan grubu
bilesiklerinin varyant formlarinda (biyokimyasal polimorfizm), kromozomlarin
morfolojik o6zelliklerinde (kromozomal polimorfizm) veya DNA diizeyinde
niikleotid farkliliklar1 (DNA polimorfizmi) seklinde goriilebilir.

Genetik polimorfizmlerin belirlenmesinde PCR, RFLP, VNRT (variable
number of tandem repeats: degisken ardisik tekrarlar), SSCP (single stranded
conformational polimorphism: tek iplik¢ik yapisal ¢esitlilik) laboratuar yontemleri
kullanilmaktadir. Polimorfizm c¢aligsmalarinda elde edilen bulgular, hastaliklara
yatkinligin belirlenmesinde ve tedavinin yonlendirilmesinde 6nem tasimaktadir

(95).

2.7. 1. PCR (Polymerase Chain Reaction)

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), spesifik bir DNA par¢asinin primerler
tarafindan yonlendirilerek, enzimatik olarak sentezlenmesi seklinde tanimlanan in
vitro bir yontemdir. Bu reaksiyon 1988 yilinda Kary Mullis tarafindan
gelistirilmis ve bu yildan sonra, rekombinant DNA yontemleri ve DNA
klonlanmasina ek olarak, in vitro kosullarda istenilen bir genin yada 6zgiin bir
DNA dizisinin ¢ok sayida kopyasini elde etmek i¢in kullanilmistir. PCR yontemi
temel molekiiler biyoloji arastirmalarinda (klonlama, dizi analizi ve DNA
haritalamasi gibi) ve bir¢cok hastaligin (orak hiicre anemisi, kistik fibrosis, faragil
X sendromu, AIDS, 16semi vb.) DNA temeline dayali tanisinin belirlenmesi
acisindan klinik tipta hizla kullanilmaya baslanmistir. PCR ile insan genomik
DNA’s1 gibi kompleks DNA kaliplarindan spesifik DNA pargalarinin sentezinin
birka¢ saat iginde gerceklestirilmesi, bu teknolojinin yayginlasmasinda baglica
neden olmustur. Giliniimiizde, polimeraz zincir reaksiyonunu, doku
transplantasyonu i¢in doku tipinin belirlenmesinde, adli tip 6rneklerinin genetik

tiplendirilmesinde (analik-babalik tayini), tarimda (tohum safliginin belirlenmesi),
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sistematik ve evrim ¢aligmalarinda (dogadaki c¢esitli canli tiirlerinin tanisi, tiirler
arasindaki polimorfizmin belirlenmesi) kullanmak miimkiin olmustur.

Polimeraz zincir reaksiyonu ¢ift iplikli bir DNA molekiiliinde hedef
dizilere iki oligoniikleotid primerin baglanmasi ve uzamasi esasina dayanir.
Oligoniikleotid primerler, kalip DNA molekiilii yiliksek sicaklik derecelerinde
denatiire edildikten sonra, tek iplikli DNA molekiilleri iizerinde kendilerine
tamamlayict olan bolgelerle birlesirler. Primerlerin spesifik olarak hedef dizilere
baglanmas1 diisiik sicaklik derecelerinde gergeklesir. DNA polimeraz enzimi,
uygun tampon ve dort g¢esit ANTP (deoksiriboniikleozid trifosfat) varliginda
primerlerin 3’ hidroksil ucundan uzamasini saglar. Boylece kalip DNA iplik¢igine
tamamlayict olan yeni DNA molekiilii sentezlenmis olur. Bir PCR dongiisii
denatiirasyon, primerlerin baglanmasi (annealing) ve uzama (extension) olarak
adlandirilan {ic asamadan olusur. Ardi ardina tekrarlanan denatiirasyon,
primerlerin baglanmasi ve uzama evreleriyle DNA fragmentleri iissel olarak artar
(Sekil 2 ). Bu iissel artisin nedeni, bir dongii sonucu sentezlenen {iriiniin, ardisik
dongiide diger primer igin kalip gorevi yapmasidir. Boylece her PCR dongiisii
DNA molekiilii lizerinde istenilen bdlgenin iki katina ¢ikmasi ile sonuglanir. PCR
boyunca biriken iiriinlerin boyu iki primerin boyu ve hedef DNA bolgeleri
arasindaki mesafelerin toplami1 kadardir.

PCR verimini etkileyen onemli bir faktér, DNA polimeraz enzimidir.
Termostabil enzimlerden en yaygin olarak kullanilan Thermus aquaticus ’dan elde
edilen Taq DNA polimerazdir. Normalde enzim miktar1 25-30 PCR dongiisii
sonucunda hedef dizi artis1 ve termal denatiirasyon nedeniyle sinirlayict bir etken
haline gelir. Daha ileri amplifikasyon gerekli ise, amplifiye olmus DNA 6rnegi
1000-10000 kez sulandirilarak yeni PCR’ler ic¢in kalip olarak kullanilmaktadir.
Verimliligi azaltan bir diger faktdrde konsantrasyonu artan hedef dizilerin primer
ile baglanma yarigidir.

PCR iiriinleri genellikle jel elektroforezi ile analiz edilmektedir.
Elektroforez sonrasi etidium—bromid kullanilarak boyanan DNA bantlar

rahatlikla gozlenmektedir.
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Bu yontemin en 6nemli avantaji, herhangi bir canlidan elde edilen DNA

molekiilii kolaylikla ¢ogaltilabilmesidir. Hizli ve kolay bir tekniktir (95, 96).
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2. 7. 2. Resriksiyon Fragment Uzunluk Polimorfizmi (RFLP)

Restriksiyon  enzimleri, bakterial virlislerin meydana  getirdigi
enfeksiyonlara kars1 savunma ajanlart gibi islev goren prokaryotik proteinlerdir.
Bu enzimin kesfine yol agan ilk gozlemler, baz1 bakteri soylarinin “konak¢i
kontroliindeki simirlama” (host-kontrolled restriction) olarak anilan bir fenomen
olan bakteriofaj enfeksiyonlarina bagisikligin gosterildigi zaman olan 1950’lerin
baslarinda yapilmistir. Bu enzim bakterilerde dogal olarak bulunur ve bakteriyi
yabanct DNA’lara kars1 korumaktadir. Bugiine kadar 1200’iin iizerinde enzim
tanimlanmistir. Restriksiyon endoniikleazlarin {i¢ ayr1 smifi bulunmaktadir. Islev
olarak birbirinden c¢ok az farkliik gostermektedir. Diger yandan, tip II
restriksiyon endoniikleazlar gen klonlanmasinda olduk¢a ©nemli olan kesici
enzimlerdir. Tip II restriksiyon endoniikleazlar genellikle 4, 5 veya 6 baz ¢ifti (bg)
uzunlugunda olan spesifik bir niikleotid dizisini tanir ve bu dizilerdeki
metillenmemis ¢ift-zincirli DNA molekiiliinii keser (97).

RFLP, bir restriksiyon endoniikleaz ile DNA’nin kesilmesi {izerine
dayandirilmis biryontemdir. Genetik hastaliklarin molekiiler genetik tanisinda
kullanilan 6nemli bir yontemdir. Enzimin tamima dizisinde birka¢ niikleotid
degisimi varsa, farkli kaynaklardan alimman DNA, bazi restriksiyon enzimlerle
kesildiginde farklt uzunlukta DNA fragmentleri meydana gelir. Bu nedenle bu
metod Restriksiyon Fragment uzunluk (Length) Polimorfizmi olarak
adlandirilmaktadir. Tiim RFLP deneyleri, bir veya daha fazla restriksiyon enzim
ile DNA’y1 kesmeyi kapsar. Kesilen DNA parcalar1 direkt boyama veya
otoradyografi kullanilarak jel elektroforezi araciligiyla biiyiikliiklerine gore
ayrilir. Kiigiik fragmentler biiylik fragmentlere oranla jel elektroforezinde daha
hizli hareket eder. Jel {izerine yiiklenecek olan baz uzunluklar bilinen bir standart
ile kalibrasyon egrisi yapilarak bilinmeyen DNA pargasinin molekiiler agirlig
hesaplanabilir. Bireysel DNA’lar arasindaki farkliliklarin (polimorfizm) kaynagi,
bolgeye 0zgii enzimin tanima bolgesi icinde meydana gelen baz substitiisyonlari
veya inversiyon, insersiyon ve delesyonlar gibi yeniden dizi diizenlemeleridir.

Boyle degisiklikler her bir birey icin karakteristik bir 6rnegi meydana getirir ve bu
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durum bireyler arasindaki genetik polimorfimi degerlendirmemizde bize izin verir
(98).
RFLP analizi ile bir enzimi kodlayan gen bolgesindeki allel polimorfizmi

tespit edilerek homozigot ve heterezigot allellerin siklig1 hesaplanabilir.
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3. GEREC VE YONTEM

3. 1. 1. Kullanilan Cihazlar

e Masaiistii Makro Santrifiij (Mistral 1000 MSE)

e Hassas Tart1 (Denver Instrumen Company)

e Manyetik Karistirici (BIBBY Stuart)

e Vorteks (Clifton Cyclone)

e PH Meter (Metle Toledo MP 2200)

e Mikrodalga firim1 (BEKO MD 1500)

e Mikropipetler -10ul, 20ul, 200ul ve 1000ul- (Gilson)

e Fanli Ekonomik Inkiibator (Gallenkamp)

e Thermal Cycler (Gen Amplifikasyon PCR sistem 9700 Applied
Biosystems)

e Elektroforez Gii¢ Kaynagi (EC 1000-90)

e Elektroforez Tanki (Whatman Biometra)

e Jel Goriintilleme (Vilber Lourmat Photodocumentation and Video
Graphic Printer UP-895CE)
e UV Translimunator (UVP)
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. 1. 2. Kimyasal Maddeler

Tris bazi (Sigma)

Asetik asit (E-Merck)

EDTA (Sigma)

Sodyum Dodesil Siilfat (SDS)

Proteinaz K (Fermentas)

Amonyum Asetat (E-Merck)

%96’lik Absolii Alkol (Riedel- de Haen)
Primer sentezleri (Iontek)

dNTP miks (Fermentas)

MgCl, (Fermentas)

PCR tamponu (Fermentas)

Taq DNA Polimeraz (Fermentas)

Rsa I Restriktsiyon Endoniikleaz (Fermentas)
B" tamponu (Fermentas)

Agaroz (Sigma)

Formamid (Sigma)

Xylene Cyanol (Sigma)

Bromfenol Blue (Bio Basic inc.)

Gene Ruler’™ DNA Ladder Mix (Fermentas)
Gene Ruler™ 50 bp DNA Ladder (Fermentas)



36

3. 2. Calisma Grubu

Aragtirmamizda, Sivas Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma
ve Uygulama Hastanesi Kadin Hastaliklar1 ve Dogum klinigine bagvuran, pre-
eklampsi, eklampsi ve HELLP sendromu kesin tanis1 konmus 18.06.2002 tarih ve
11 sayili yerel kurul karar1 geregince izin alinmis, primer olarak Oykiisiinde;
karaciger, bobrek, kardiovaskiiler veya hipertansiyon hastaligi olmayan 250
kadin, hasta grubu olarak degerlendirildi. Hastalarin 150 kisilik grubunu pre-
eklampsi, 60 kisilik grubunu HELLP sendromu ve 40 kisilik grubunu da eklampsi
tanis1 konmus hastalar olusturmaktadir.

Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi Kadin Hastaliklar1 ve Dogum
Klinigi doktorlar1 tarafindan pre-eklampsi, eklampsi ve HELLP sendromu tanisi
konulurken su kriterler géz 6niinde tutulmustur:

20. gebelik haftasindan sonra alt1 saatlik aralarla Olgiilen diastolik kan
basincinin iki yada ikiden fazla 6l¢iimde 90 mmHg’den (faz 5 Korotkoff sesi)
yiiksek olmasi ve 24 saatlik idrarda protein diizeyinin 0.3 g/L’ den olmasi
(konkordant proteiniiri) pre-eklampsi olarak degerlendirilirken, bu tabloya tonik-
klonik kasilmalarin eklenmesi durumunda eklampsi olarak degerlendirilmistir.
HELLP sendromu ise Slgiilen trombosit degerlerinin 1x10'"" /L’den biiyiik ve
periferik yaymada hemolizin varlig1 tan1 kriteri olarak kabul edilmistir.

Kontrol grubu olarak; gebeligi iki ve iizerindeki doneme kadar devam
etmis olan, kendisinde veya ailesinde pre-eklampsi hikayesi olmayan, sigara
kullanmayan, kronik hipertansiyon, diabet ve spontan diisligli olmayan, rastgele
secilmis yaklasik 150 normal kadin ¢calismaya dahil edildi.

Calismamizda yer alan hasta grubunun ve kontrol grubunun klinik tanisi

C.U. Tip Fakiiltesi Kadin Hastaliklar1 ve Dogum kliniginde konulmustur.

3. 3. Orneklerin Alinmasi

Sivas Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma ve Uygulama
Hastanesi Kadin Hastaliklart ve Dogum klinigine basvuran, pre-eklampsi,
eklampsi ve HELLP sendromu kesin tanist konan hasta ve kontrol grubunu

olusturan bireylere, Kadin Hastaliklar1 ve Dogum klinigi ilgili doktorlar
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tarafindan yapilacak caligma hakkinda gereken aciklamalar yapilmis, izin
belgesini imzalamalar1 saglanmistir. Ozgegmisleri hakkinda gerekli bilgilerin
bulundugu formlar1 doldurmalari saglandiktan sonra, yaklasik olarak 5 ml olacak
sekilde ven6z kandan aliman o6rnekler 15 ml’lik EDTA (etilen diamin tetra asetik
asit) bulunan steril tiiplere konularak C.U. Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim

Dalina gonderilmistir.

3. 4. DNA Izolasyonu

Anabilim Dalimizda bir proje kapsaminda 200 hasta ve 100 kontrol
grubunun DNA’lar1 daha oOnceden “VYiiksek Tuz Konsantrasyonuyla DNA
Izolasyonu” yontemiyle izole edilmistir. Geriye kalan érneklerden DNA elde
edilmesi ayn1 yontem kullanilarak yapilmistir (99).

e Hasta ve kontrol gruplarindan alinarak EDTA’li steril tiiplere konan 5 ml
vendz kanin iizerine kanin ii¢ kat1 oraninda olacak sekilde (kan ve bidistile
toplam1 15 ml olacak sekilde) steril edilmis, soguk bidistile su ilave edildi.

e Tiplerdeki kanin su ile karigsmasini saglamak icin birka¢ kez hizli bir
sekilde elle calkalandi.

e 2200 rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek kanin elemanlarinin ¢dkmesi
saglandi.

e Santrifiijden alman tiiplerin {lizerinde olusan siipernatant atilarak dipte
kalan ¢okelti lizerine yine iic kati hacimde olacak sekilde bidistile su
konularak ayni devir ve siirede santrifiij yapildi.

e Buislem dort kez daha tekrarlandi.

e Son yapilan santrifiijden sonra alman tiiplerde istte kalan siipernatant
atilr, altta kalan ¢okelti icerisine hiicre iceriginin serbest kalabilmesi igin
hiicre zarim1 yikan 100 pl %10’luk SDS (sodyum dodesil siilfat), 30ul
proteinaz K (10mg/ml) ve 1500 ul lysis tamponu ilave edildi ve bir gece
boyunca 37°C’de etiivde bekletildi.

e Ertesi giin etlivden ¢ikarilan tliplere 1000 pul 10 M amonyum asetat
eklenerek 3500 rpm’de 15 dakika santrifiij edildi.
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e Ustte kalan siipernatant yeni bir tiipe dipte kalan ¢okelti karismayacak
sekilde aktarildi.

e Tiipe alinan silipernatantin iki kat1 oranda olacak sekilde iizerine absolii
alkol ilave edildi.

e Hafifce ileri-geri galkalandiginda genomik DNA gozlendi. ince bir pipet
ucu yardimiyla sivi igerisinden DNA alindi.

e Daha once etiketlenen 1,5 ml’lik steril ependorf tiiplere konan 250 ul TE
tamponu igerisine, alman DNA kondu. DNA’nin tampon igerisinde
¢Oziinmesi i¢in bir gece oda 1sisinda bekletildi. Caligmada kullanilincaya

kadar -20 °C’ de saklandh.

3.5. Genotipleme:
Mikrozomal epoksid hidrolaz gen polimorfizmi i¢in PCR-RFLP
(Polymerase Chain Reaction-Restriction Fragment Length Polymorphism)

yontemi kullanildi.
PCR yonteminde Ekzon 4 amplifikasyonu icin kullanilan primer dizileri
Forward (ileri) Primer: 5° GGG GTA CCA GAC CTG ACC GT 3’

Revers (geri) Primer: 5 AAC ACC GGG CCA CCCTTG GC 3’

Tablo 3. 5. 1. PCR kosullar

Soliisyonlar Konsantrasyon Miktar
PCR tamponu 1X 2.5l
dNTP karigimi 2 mM 2.5 ul

MgCl, 25 mM 1.5 pl
Forward primeri 10 pmol 1 pl
Reverse primeri 10 pmol 1 ul

Tag DNA polimeraz 5U/ul 0.3 ul
dH,O - 15.2ul
DNA 50 ng/ul Tl
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Tablo 3.1°de gosterildigi oranlarda hazirlanan karigimdan 24pl alinarak

0.2 upl’lik etiketlenmis ependorf tiiplere paylastirildi. Izole edilmis DNA

orneklerinden 1ul alinarak bu karigimlara eklenerek, amplifikasyon islemi igin

PCR cihazina yerlestirildi (toplam voliim: 25ul). Cihaz asagida belirtilen

programa ayarlanarak PCR tepkimesi uygulandi.

Tablo 3. 5. 2. PCR Programi

Ayrilma (Denatiirasyon) 94 °C’de 5 dakika 1 dongii
Primerlerin baglanmasi 93 °C’de 1 dakika
(Annaeling) 67 °C’de 35 saniye
72 °C’de 45 saniye 30 dongii
Uzama (Extension) 72 °C’de 7 dakika 1 dongii
Tablo 3. 5. 3. RFLP kosullar

PCR amplifikasyon iirtinii 8,5 ul
B" tampon soliisyonu 1 ul
Rsal Restriksiyon Endoniikleaz enzimi 0,5 ul

eklenerek hazirlanan karisim etiketlenmis 0.2 ml’lil ependorf tiiplere

konularak 37 °C sicaklikta 2 saat bekletilerek DNA parcalarinin kesilmesi

saglandi.

Rsal restiksiyon enziminin DNA iizerinde tanima boélgesi;

5 ... GTAC ...3’
3’ ... CATG ...5’ seklinde gosterilmektedir.
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3. 6. Jel Elektroforezi:
PCR ve RFLP sonrasinda elde edilen iiriinler %2 yogunlukta agaroz jel

elektroforezinde kosturuldu.
3. 6. 1. Jelin Hazirlanmasa:

100 mI’lik jel tankinda %2 yogunlukta agaroz jeli hazirlamak igin 2 gr
agaroz tartilarak 250 ml’lik erlenmayer icine kondu. Uzerine X10 yogunlukta olan
TBE tamponundan (Tris-HCL, Borik asit, EDTA) X1 (10 ml X10 yogunluktaki
TBE tamponuna 90 ml bidistile su eklenerek hazirlanir) yogunlukta hazirlanan
100 ml TBE tamponu kondu ve mikrodalga firminda isitilarak berraklasmasi
saglandi. Berraklasan jelin el yakmayacak 1siya diisiiriilmesi i¢in akan musluk
altinda sogutuldu. Jel igerisine 5 pl etidium bromiir eklenerek boyanmasi saglandi
ve 100 ml’lik agaroz jel tankina dokiildii. DNA yiiklenecek kuyucuk olusturmak

i¢in taraklar yerlestirildi ve jelin donmas1 beklendi.
3. 6. 2. Jelde DNA’min kosturulmasi

6 ul PCR firiiniine 2 pl yiikleme tamponu eklendi. Toplam 8 pl karigim
kuyucuklara yiliklendi. DNA fragmentlerinin baz ¢ifti uzunluklarini karsilagtirmak
i¢in 50 bg (baz cifti) ve 100 bg’lik DNA belirtecleri kullanildi. 2 pl alinan belirteg
1 pl distile su ve 1 pl ylikleme tamponu ile karistirilarak jele yiiklendi. Yiiklenen
DNA’lar 100 voltta 30 dakika kosturuldu ve UV altinda goriintiilendi.
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4. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Calismamizda gruplar arasinda anne yasi, parite ve gravida sayisi, gebelik
haftas1 ve diastolik kan basinci ortalamalar1 Varyans analizi ve Tukey Coklu
Karsilagtirma metoduna gore degerlendirildi. Hasta grubunda bulunan bireyler;
diyabet Oykiisii, daha dnceki gebeliklerinde hastalik dykiisiiniin bulunmasi, esi ile
ve anne-babasi ile akraba olma parametrelerine gore x* testi kullamlarak
degerlendirildi. Istatistiksel analiz, SPSS 12.0 bilgisayar programi kullanilarak
yapildi. Ayrica risk oranlari (OR:odds ratio) ve gilivenlik araliklart (CI: %95

confidense interval) y* testi ve Fisher’s exact testi kullamlarak tespit edildi (100).

x> testi uygulamasinda degerlendirmenin saglikli yapilabilmesi igin,
degerlendirme gozlerine diisen beklenen deger sayisinin 5’den kii¢iik olmamasi
gerekmektedir. Fakat caligmamizda kaynak olarak gosterilen Jerrold H. Zar’a
gore, toplam birey sayis1 gozenek sayisina boliindiiglinde, her bir goz igin
beklenen degerlerin ortalama sayisi 6 olursa * analizi yapilabilmektedir.

Bulgularin degerlendirilmesinde bu agiklama goz oniinde tutulacaktir (101).
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Calismamizda
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pre-eklampsi (n=150 kadin), eklampsi (n=40 kadm),

HELLP sendromu (n=60 kadin) tanis1 konmusg toplam 250 kadin, hasta grubu

olarak ve 150 saglikli kadin, kontrol grubu olarak incelemeye alindi.

Pre-eklampsi, eklampsi, HELLP sendromlu bireylerin olusturdugu hasta

grubu ile kontrol grubunda yer alan bireylerin yas, parite, gravida, gebelik haftasi

ve diastolik kan basinci (demografik ve klinik 6zellikler) ortalamalar1 varyans

analizi ve Tukey HSD c¢oklu karsilagtirma yontemi kullanilarak degerlendirilmistir

(Tablo 5.1).

Tablo 5. 1. Hasta ve Kontrol Grubunda Yer Alan Bireylerin Demografik ve

Klinik Ozellikleri

Pre-eklampsi Eklampsi HELLP Kontrol
(n=150) (n=40) sendromu (n=150)
(n=60)
Yas (y) 29+7(17-48) | 24+ 6 (16-40) 29+ 7 (17-45) [29+4(21-36)
Parite 23+£2.1(0-11) | 1.1 £1.2(0-5) 20+£1.8(0-8) [2.4+0.6(2-5)
Gravida 34+£2.6(1-13) | 1.9+ 1.4 (1-7) 3.5£23(1-12) |2.8+ 1 (2-7)
Gebelik 34+4(24-42) | 33+4(26-41) 33 +£4(20-41)
haftasi —

Kan Basinci
(mmHg)

104 £ 10

(90-140)

106 £ 10

(90-130)

106 13

(90-140)

(* £ SD: Standart Sapma)
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Bu degerlendirmeye gore, eklampsi grubundaki bireylerin yas
ortalamasinin diger gruplara oranla daha diisiik oldugu bulunmustur ve gruplar
arasindaki bu farkin anlamli oldugu gosterilmistir (Varyans: F: 7.730, P<0,001).

Dogum sayis1 (Parite) ve gebelik sayisi (Gravida) ortalamalar1 agisindan
gruplar degerlendirildiginde, eklampsi grubu ile diger gruplar (pre-eklampsi,
HELLP sendromu ve kontrol grubu) arasinda fark oldugu bulundu (parite i¢in
Varyans: F: 7.157, P<0.001 ve gravida i¢in Varyans: F:6.671, P<0.001).

Gebelik  haftast  agisindan  hasta  gruplart  kendi  aralarinda
karsilastirildiginda, gebelik haftasi ortalamalarinin benzer oldugu goriilmistiir
(Varyans: F: 3.836, P>0.05).

Diger bir degerlendirme, diastolik kan basinci dlglimlerine gore yapildi.
Kontrol grubunu olusturan bireylerin diastolik kan basinglart normal sinirlar
igerisinde (90 mmHg ve alt degerleri) oldugundan degerlendirmeye sadece hasta
grubu alindi. Degerlendirme sonucunda hasta gruplarinda yer alan bireylerin
diastolik kan basmci ortalamalari karsilastirildiginda, hasta gruplari arasinda
anlaml1 bir farka rastlanmamustir (Varyans analizi: F: 1.569, P>0.05).

Pre-eklampsi, eklampsi, HELLP sendromu gruplarinda yer alan bireyler
diyabet Oykiisii olanlar ve olmayanlar acisindan degerlendirildiginde, pre-
eklampsi grubunda, 150 bireyden sadece 2 kiside (%1.3), HELLP sendromu
grubunda 60 kadindan sadece 1 kadinda (%]1.7) diyabet Oykiisii oldugu
belirlenmistir. Eklampsi grubunda yer alan bireylerin hi¢birinde diyabet oykiisti
tespit edilememistir. y* testine gore yapilan karsilastirmada, gruplar arasinda bir
fark bulunamamaistir (Xz: 1.851, P>0.05).

Pre-eklampsi grubunda 150 bireyin 30 unda (%?20), eklampsi grubunda 40
hastanin 4’tinde (%10) ve HELLP sendromu grubunda 60 hastanin 9’unda (%]15)
onceki gebeliklerinde hastalik Sykiisii oldugu belirlenmistir. y* testine gbre,
gruplar arasinda bir fark bulunamadi (x: 2.486, P>0.05).

Hasta grubunu olusturan bireylerin esleri ile akraba olmalarinin gruplara
gore dagilimi degerlendirildiginde, 150 pre-eklamptik hastadan 25’inde (%16.7)
akrabalik tespit edilirken 125 bireyin (%83.3) esleri ile akrabaligi yoktur.
Eklampsi grubunda bulunan bireylerin 36’sinda (%90) bu akrabalik yokken 4
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birey (%10) esi ile akrabadir. HELLP sendromu grubunda ise 52 bireyde (%86.7)
akrabalik yokken 8 bireyde (%13.3) akrabalik vardir. Degerlendirme sonucunda,
HELLP sendromu ve pre-eklampsi grubunda bulunan kadinlarin eklampsi
grubundaki kadinlara oranla egleri ile akraba olma oranmin birbirine yakin
degerlerde oldugu gozlendi. Gruplar arasinda yapilan degerlendirme sonucunda
ise bir fark bulunamadi (XZ: 1.248, P>0.05).

Ayrica hasta grubunun anne-babalarinin akraba olma durumuna gore
dagilimlarida incelenmistir. Pre-eklampsi grubunda 150 bireyden 28 ‘inin (%18.7,
eklampsi grubunda 40 kadindan 6 bireyde (%15), HELLP sendromu grubunda ise,
60 bireyden sadece 6 bireyde (%10) anne-baba akrabaligi vardir. y* testine gére,
anne-baba akrabaliginin gruplar arasinda diisiik oranda oldugu ve gruplar arasinda
bir fark bulunmadig1 belirlendi (x*: 2.431, P>0.05).

Mikrozomal epoksid hidrolaz (EPHX) geni 4. ekzonunun, 139. kodonunda
Histidinin Arjinine doniismesiyle meydana gelen polimorfizmin pre-eklampsi,
eklampsi ve HELLP sendromu hasta gruplarinda dagilimi Tablo 5. 2’ de
gosterilmektedir.

Mikrozomal epoksid hidrolaz geni ekzon-4 bolgesinde 139 Histidin amino
asitini kodlayan CAC dizisinde (dogal tip) ikinci sirada yer alan Adenin bazinin
(A) yerini Guanin bazi1 (G) almasi sonucunda 139 Arginin (CGC) amino asiti
kodlanarak Rsal restriksiyon enziminin tanima bolgesi olusur. Bu enzime maruz
kalan 295 b¢ ve 62 bg¢ uzunlugundaki iki DNA fragmenti 174 bg, 121 bg ve 62 bg
uzunlugunda ii¢ fragmente ayrilir. Agaroz jel elektroforezinde 139His-139His
homozigot alleli tasiyan bireylerde 295b¢ ve 62b¢ uzunlugunda iki bant
gozlenirken, 139His-139Arg heterozigot alleli tasiyan bireylerde 295 bg, 174 bg,
121 bg ve 62 b¢ uzunlugunda 4 bant gézlenmektedir. 139Arg-139Arg homozigot
allelini tasiyan bireylerde de 174 bg, 121 bg¢ ve 62 b¢ uzunlugunda 3 bant
gozlenmektedir (Sekil 5.1).
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Tablo S. 2. EPHX Geninin Ekzon-4 Bolgesinde Polimorfik Allel Dagilim1

HELLP
Gen Alleller Pre- Eklampsi | sendromu | Kontrol
eklampsi (n=40) (n=60) (n=150)

(n=150)

AA(His139His139) |95 %63.3 |21 %525 |43 %71.7 | 113 %75

Ekzon-4 | AG(His139Arg139) | 48 %32.0 | 18 %45.0 | 16 %26.7 |35 %23

GG(Argl39Argl39) | 7 %47 |1 %25 |1 %17 |2 %13

Hasta gruplar1 kendi aralarinda polimorfik allel dagilimi yoniinden
karsilastinldiginda fark bulunamazken (y*: 12.274, P>0.05), toplam hasta grubu
kontrol grubu ile karsilastirildiginda fark bulunmustur (x*: 6.522, P<0.05).

Pre-eklampsi, eklampsi, HELLP sendromu gruplar1 kontrol grubu ile ayri
ayr1 karsilastirildiginda ise, pre-eklampsi-kontrol grubu (x* 6.372, P<0.05) ve
eklampsi-kontrol grubu arasinda allel dagilimi fark gosterirken (y*: 7.921,
P<0.05), HELLP sendromu-kontrol grubu arasindaki karsilastirmada polimorfik
allel dagilimi yoniinden bir fark bulunamamistir (Xz :0.307, P>0.05).

Pre-eklampsi, eklampsi ve HELLP sendromunun yer aldigi hasta grubunda
EPHX geninin 4. ekzonunda meydana gelen polimorfizmin kontrol grubuna gore
bir risk olusturup olusturamadigi y* ve Fisher's exact testine gore
degerlendirilmistir.

Gruplar ayr1 ayr1 degerlendirildiginde elde edilen sonuglar Tablo 5. 3°de

gosterilmektedir.
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Tablo S. 3. Hastaligin Ortaya Cikmasinda Hasta Gruplarinin Kontrol Grubuna

Gore Tasidig Risk Oranlari

Gen Pre-eklampsi Eklampsi HELLP Toplam

Ekzon-4 (n=150) (n=40) sendromu (n=250)
(n=60)
P degeri 0.09 0.59 0.85 0.18
3.6 1.89 1.25 2.7
0

OR (W93CD) 1 (0.74-17-73) | (0.16:21.47) | (0.11-14.09) | (0.58-12.96)
[statistiksel degerlendirme sonucunda, 139Arg/Arg alleline sahip

bireylerin olmayanlara (139His/His ve 139 His/Arg) gore hastaligin meydana

gelme riskinin, 2.7 kat daha fazla oldugu tespit edilmistir, fakat bu oran p degerine

gore anlamli degildir (* : 1.801, P>0.05) (%95 CI: 0.58-12.96).

Tabloda goriildiigii gibi, pre-eklampsi grubunda bulunan bireylerde

sendromun goriilme riski diger gruplara oranla ¢ok daha yiiksektir. Fakat bu sonug

P degerleri dikkate alindiginda anlamli degildir
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Sekil 5. 1. Hasta gruplarinin DNA’larindan PCR yo6ntemi ile amplifiye edilen

M1 1

—
=

EPHX geninin ekzon-4 bodlgesinin RFLP yontemi ile yapilan
genotiplemesi.

PCR URUNLERI RFLP URUNLERI
23 M2 1 =28dasadabe=-6--7. 8 9 N _M3
295 be
174 be
121 bg
62 be

357 bg uzunlugunda gozlenen fragmentler: 1, 2, 3 nolu hastalarin PCR
riinleri

295 bg ve 62 bg uzunlugunda goézlenen fragmentler: (139His/139His
Homozigot dogal tip) 1, 2, 3 nolu hastalarin RFLP {iriinleri

295 bg, 174 bg, 121 bg ve 62 b¢ uzunlugunda gozlenen fragmentler:
(139His/139Arg Heterozigot tip) 4, 5, 6 nolu hastalarin RFLP iiriinleri
174 bg, 121 bg ve 62 bg¢ uzunlugunda goézlenen fragmentler:
(Homozigot polimorfik tip 139Arg/139Arg) 7, 8, 9 nolu hastalarin
RFLP iiriinleri

10 nolu kuyucuk: Negatif kontrol,

MI1: Gene Ruler™ DNA Ladder Mix (Belirteg)

M2 ve M3: Gene Ruler™ 50 bp DNA Ladder (Belirteg)
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6. TARTISMA ve SONUC

(Cagdas diinya insanliga kolay ve rahat bir yasam sunarken beraberinde,
saghigi tehdit eden ¢esitli zararli bilesenleri de iliretmektedir. Hava, su, besin,
sigara vb. ile organizma igerisine aliman bu bilesenler onemli bazi enzimler
tarafindan zararsiz formlara doniistiiriilmektedirler. Biyotransformasyon enzimleri
olarak adlandirilan bu enzimlerin yapisinda yada aktivitesinde meydana
gelebilecek degisiklikler detoksifikasyon islemlerinde aksakliklara neden
olmaktadir. Bu aksakliklar zararli ara tirtinlerin viicutta birikmesine ve sonugta
organizmanin  toksik  etkilere @ maruz kalmasina neden olmaktadir.
Biyotransformasyon enzimlerinde aktivite degisikliklerine neden olan unsurlardan
biri de, bu enzimleri kodlayan genlerin sahip oldugu polimorfizmlerdir.
Polimorfizmler, bireyler arasi farkliliklardan, ¢evresel faktorlerden veya bireylerin
yasam bicimlerine bagli olarak meydana gelebilmektedir. Biyotransformasyon
enzimlerini kodlayan genlerin sahip olduklari polimorfizmlerin bir ¢cok hastaligin
etiyolojisinde giiclii birer etken olabilecegi diisiiniilmiistiir (6, 7).

mEH, 6nemli bir biyotransformasyon faz I enzimidir. Bu enzimi kodlayan
EPHX geninin 3. ve 4. ekzonlarinda meydana gelen Tyrl113His ve His139Arg
polimorfizmlerinin ¢esitli kanser tiirlerine, bazi akciger hastaliklarina, kalp-damar
hastaliklarina ve pre-eklampsi, eklampsi, HELLP sendromu gibi bazi hastaliklara
kars1 koruyuculuk yada hastaliklara yatkinlik olusturdugu bildirilmistir (71, 94).

Calismamizda, EPHX geni ekzon-4 139His/Arg polimorfizminin
kadinlarda pre-eklampsi, eklampsi ve HELLP sendromu gelismesinde bir risk
faktorii olusturup olusturmadigi degerlendirilmistir. Anne ve fetiis saghgi igin
biiyiik bir tehdit olusturan bu sendromlar i¢in genetik kokenin olup olmadigi
sorusunu  kesin olarak yanitlayabilecek bu tiir ¢alismalar, ¢oziime yonelik
calismalarin da hiz kazanmasina neden olacaktir. Ayrica ailesel yatkinligin
anlasilmasi, risk faktorlerinin belirlenmesi, genetik danigmanlik adina etkin egitim
verilmesini de saglamasi agisindan 6nem tagimaktadir.

Pre-eklampsi,eklampsi, HELLP sendromunun ortaya ¢ikmasinda bazi risk
faktorleri ileri siiriilmektedir. Bu risk faktorlerinden biri de geng¢ anne yasidir (20).

Ingiltere’de 1992-2001 yillar1 arasinda yapilan bir hasta-kontrol ¢aligmasinda,
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pre-eklampsi insidansinin iireme yast siirinda (<20 yas ve >40 yas) bulunan
dogum yapmamis bayanlarda daha yiiksek oldugu, ayrica bu hastalarin kontrol
grubuna gore prematiire dogum oraninin da daha yiiksek oldugu belirlenmigtir
(102). Brajenari-Mili ve arkadaslarinin yaptig1 bir bagka ¢alismada, pre-eklamptik
hastalarin yas ortalamasini 27.9 £ 4.3, kontrol grubunun yas ortalamasini ise 30.6
+ 5.1 olarak bulmuslardir (103). Tiirkiye’de Yiiziincii Y1l Universitesi’nde 1997-
2000 yillar arasinda yapilan ¢alismada ise, 130 agir pre-eklampsi, eklampsi tanisi
konmus hasta ile 30 HELLP sendromu tanis1 konmus kadindan olusan iki grubun
yas ortalamalar1 karsilastirlldiginda, HELLP sendromlu hastalarin daha yiiksek
yas ortalamasma sahip oldugu tespit edilmistir (pre-eklampsi ve eklampsi
hastalar1: 29.53 ve HELLP sendromu hatalari: 32.61). Tespit edilen bu farkliligin
istatistiksel olarak anlamli oldugu gosterilmistir (P=0.045) (104). Bizim
calismamizda, hasta grubunun (pre-eklampsi, eklampsi, HELLP sendromu) yas
ortalamasi 28.49 = 7.170 (16-48 yas) ve kontrol grubunun yas ortalamasi ise
29.6344.507 olarak saptanmistir. Bu iki grubun yas ortalamalar
karsilastirildiginda anlamli bir farka rastlanmazken, gruplarin kendi aralarinda
karsilastirilmast sonucunda, eklampsi grubunun yas ortalamasinin (24.53 £ 6.329)
diger gruplara oranla anlamli olarak daha diisiik oldugu tespit edilmistir(p<0.05).
Diger c¢alismalarla karsilastirdigimizda, elde edilen genel sonuglar uyumlu

bulunmazken, eklampsi grubu degerlerinin uyumlu oldugu gdsterilmistir.

Hasta ve kontrol gruplarinin  parite ve gravida sayilar
degerlendirildiginde, eklampsi grubunda yer alan bireylerin diger gruplara oranla
daha az sayida parite ve gravidaya sahip oldugu belirlenmistir. Parite
degerlendirme araliklar dikkate alindiginda (pre-eklampsi 0-11, eklampsi 0-5,
HELLP sendromu 0-8 ve kontrol grubu 2-5) bu farkliligin ¢cok anlamli olmadig:
goriilmektedir. Ayrica gravida degerlendirme araliklarida benzer anlami
tagimaktadir (pre-eklampsi 1-13, eklampsi 1-7, HELLP sendromu 1-12 ve kontrol
grubu 2-7). Gebelik haftast1 agisindan hasta gruplart kendi aralarinda
degerlendirildiginde de sonuglar benzer bulunmustur. Bu kriterlerin ilgili hastalik

icin risk faktorii olabilecegini gosteren bir kaynaga ulagilamamustir.
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Bu sendromlarin ortaya ¢ikmasinda bazi hastaliklarinda etken olabilecegi
diisiiniilmektedir. Diyabetes Mellitus (DM) ve hipertansiyon bu hastaliklardan en
belirgin olanlaridir. Yapilan bazi ¢alismalarda, problemin kalbi olan plasentanin,
kiitlesinin DM olan kadinlarda arttig1 tespit edilmistir. Ayrica bu g¢alismalarda
daha 6nce varolan DM Gykiisiiniin, pre-eklampsi gelisimi i¢in bir risk faktorii
olduguda bildirilmektedir (105). Qiu ve arkadaslarinin yaptigi bir caligmada,
ebeveynlerde tip 2 diabet Oykiisiiniin bulunmasi pre-eklampsi riskini 2 kat
artirdig1 ifade edilmektedir. Annede yada sadece babada DM G&ykiisiiniin olmast
bu risk oranini fazla degistirmemekte buna karsin, diyabetik bir kiz kardese sahip
olan kadinlarda bu oranin 4.7 kat artirdig1 bildirilmektedir (106). 1992-1998
yillar1 arasinda yapilan hasta-kontrol ¢aligmasinda Bryson ve arkadaslari,
gestasyonal diabetin, hafif-agir pre-eklampsili, eklampsili ve gestasyonal
hipertansiyonu olan hastalarda (eklampsi hastalarinda %3.9, agir pre-eklampsi
hastalarinda %#4.5, hafif pre-eklampsili hastalarda %4.4) kontrol grubuna oranla
daha yaygin goriildiiglinii bildirmektedirler. Bizim pre-eklampsi grubumuzda 2,
HELLP sendromu grubunda sadece 1 hastada DM Oykiisii vardir. Eklampsi
grubunda ise DM 0Oykiisii olan hastaya rastlanmamustir. Eldeki verilerimiz diger

calismalarin verileriyle uyumlu degildir (106, 107).

Diger onemli risk faktorii hipertansiyondur. Calismamizda hipertansiyon
tanist i¢in diastolik kan basinct degerleri alinmistir. Kontrol grubunda bulunan
bireylerin tansiyon degerleri normal sinirlarda oldugundan sadece hasta
grubundaki bireylerin diastolik kan basinci degerleri incelenmistir. Ug grupta
(pre-eklampsi, eklampsi, HELLP sendromu) yer alan hastalarin diastolik kan
basinct ortalamalar1 10540 + 17.018 mmHg (90-140 mmHg) olarak
belirlenmistir. Sibai ve arkadaslarinin birgcok kriterle birlikte kan basinci
Olctimlerini degerlendirdigi caligmalarinda, >61mmHg diastolik kan basincinin
istatistiksel olarak pre-eklampsiye hazirlayici bir etmen olacagi ifade edilmektedir

(108).

Onceki gebeliklerde hastalik dykiisii olmasinin sonraki gebeliklerde risk

oranini artirabildigi ve pre-eklampsi, eklampsi, HELLP sendromuna ailesel bir
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yatkinlik olusturabilme riski degerlendirildiginde; Norveg’te yapilan hasta-kontrol
calismasinda, hastalik dykiisii olan bir kadin ve esinin ¢cocugunda, hastalik dykiisii
olmayan bir esle olan ¢ocuga oranla hastaligin ortaya ¢ikma riskinin iki kat daha
fazla oldugu tespit edilmistir. Ayrica Esplin ve arkadaslar1 pre-eklampsi dykiisii
olan kadinlarin torunlarinda hastaligin ortaya ¢ikma olasiliginin, hastalik 6ykiisii
olmayanlara oranla 2 kat daha yiiksek oldugunu bildirmislerdir (105). 1996-1997
yillar1 arasinda Terndv’de yapilan populasyon temelli bir ¢aligmada, probandin
kizkardeslerinde pre-eklampsi gelisme riski, tasra populasyonunda ilk dogumunu
yapanlara oranla 3.7 kat olarak belirlenmistir. Ayrica bu g¢alismada incelenen
annelerin, ilk dogumlarinin 40’indan 9’unda pre-eklampsi gelismistir. HELLP
sendromu geligmis probandlarin annelerinin ilk dogumlarinin 14 tanesinin 6’sinda
pre-eklampsi geligmistir (109). Utah’da 1947-1959 yillarinda yapilan bir bagka
calismada, pre-eklamptik annelerin ¢ocuklarinda kontrol grubuna goére hastaligin
gorlilme oraninin daha yiiksek oldugu bildirilmistir. Bagka bir ¢alismada da, pre-
eklampsi ve eklampsi insidansinin pre-eklampsisi olan kadinlarin kizlarinda %2.5
iken iivey kizlarinda %1 oldugu tespit edilmistir (110). Bu c¢alismalarin disinda
Chesley ve arkadaslarmin yaptigi baska bir calismada, ailesel pre-eklampsi
Oykiisii risk faktorii olarak gosterilmemistir. Calismamizda dnceki gebeliklerinde
hastalik oykiisli yoniinden hasta gruplar1 karsilastirildiginda benzer sonuglar elde
edilmigtir. Ayrica hasta gruplart ailesel pre-eklampsi Oykiisii yoOniinden
degerlendirildiginde de, eklampsi grubunda aile Oykiisii tespit edilmezken pre-
eklampsi ve HELLP sendromu gruplarinda benzer oranlar bulunmustur ve hasta
gruplart arasinda ailesel yatkinlik yoniinden fark goriilmemistir. Sonug olarak,
calisma bulgularimiz agiklanan diger ¢aligmalarla uyumlu bulunmazken Chesley

ve arkadaslarinin yaptig1 calisma ile uyumlu bulunmustur (111).

Calismamizin yapilma amaci, bir biyotranformasyon faz I enzimi olan,
mEH enzimini kodlayan EPHX geninin ekzon-4 139His—Arg polimorfizminin,
pre-eklampsi, eklampsi ve HELLP sendromu gelismesinde risk faktorii olup
olmadigin1 belirlemektir. Inceledigimiz polimorfizmin enzim aktivitesini artirdig
bildirilmektedir. Enzim aktivitesinde meydana gelen degisiklikler, toksik

metabolitlerin birikmesine, bunun sonucunda bu sendromlarin fizyopatolojisinde
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yer alan oksidatif stres ve beraberinde endotelial hiicre hasarinin gelistigi sorunlari
ortaya c¢ikardigi diisiiniilmektedir. (Calisma sonucunda polimorfik allel
dagiliminin hasta grubunda kontrol grubuna goére anlamli bir fark gosterdigi tespit
edilmistir.  Gruplar, polimorfik allel dagilimi yoéniinden ayr1 ayrn
degerlendirildiginde ise, pre-eklampsi ve eklampsi grubunun kontrol grubuna
gore anlamli olarak farkli oldugu, fakat bu farkin HELLP sendromu olan hastalar
arasinda bulunmadigi belirlenmistir. “Finli ve Hallondal1” pre-eklamptik kadinlar
arasinda yapilan iki ¢alismada da pre-eklampsi, eklampsi, HELLP sendromunun
gelismesinde EPHX polimorfizmlerinin  bir risk faktorii olup olmadigi
degerlendirilmis ve ekzon-4 polimorfizmi ve hastalik iligkisi anlamh
bulunmamistir. Bizim c¢alismamizda, EPHX geni ekzon-4 139His—139Arg
polimorfizmi nispi risk oranlart hasta ve kontrol gruplar1 arasinda
karsilastirildiginda, elde edilen sonuglarin anlamli olmadig tepit edilmistir. Sonug
olarak, pre-eklampsi, eklampsi ve HELLP sendromu ile ekzon-4 polimorfizmi

arasinda anlamli bir birliktelik bulunmadigi sonucuna varilmistir (10, 11).

Hasta grubunun genigletilmesinin ve ¢alisma grubunun EPHX geni ekzon-
3 113Tyr/113His polimorfizmi yoniinden de degerlendirilmesinin, ¢alismay1 daha

anlamli kilacagi diistiniilmektedir.
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OZET

PRE-EKLAMPSI, EKLAMPSI VE HELLP SENDROMU RIiSKI,
INSAN MiKROZOMAL EPOKSID HIDROLAZ GENi EKZON-4
POLIMORFIZMIiNIN ARASTIRILMASI

Calismamizda mikrozomal epoksid hidrolaz (EPHX) geni ekzon-4 139
His—139Arg polimorfizminin pre-eklampsi, eklampsi ve HELLP sendromunun
gelismesinde risk olusturup olusturmadigini arastirmak amaciyla, 150 pre-
eklampsi, 40 eklampsi, 60 HELLP sendromu tanisi1 konmus ve 150 kontrol
grubundan olusan toplam 400 birey incelenmistir.

PCR ve RFLP yontemleri (Polymerase Chain Reaction ve Restriction
Fragment Length Polymorphism) kullanilarak genotipleme calismasi, hasta ve
kontrol gruplarindan alinan kan o6rneklerinden izole edilen DNA’lar iizerinde
yapilmustir.

Agaroz jel elektroforezinde, PCR iiriinli, 357 b¢ uzunlukta bir DNA
fragmenti olarak izlenmistir. RFLP sonrasinda olusan iiriinler ise; 139His/His
genotipi (295 b¢ ve 62 b¢ uzunluklarinda iki fragment) homozigot dogal tip,
139His/Arg genotipi (295 bg,174 bg, 121 bg ve 62 b¢ uzunluklarinda 4 fragment)
heterozigot, 139Arg/Arg genotipi (174 bg, 121 bg ve 62 bg uzunluklarinda 3
fragment) homozigot olarak degerlendirilmistir.

Calismamizda, parite, gravida, ortalama anne yasi, gebelik haftasi,
diastolik kan basinci, diyabet Oykiisii, anne-baba ve esiyle akrabaligi, onceki
gebeliklerinde hastalik Oykiistinlin olmas1 parametreleri ve genotip sikliklari
y’testi ve varyans analizi (post hoc Tukey testi ile birlikte) kullanilarak, hasta ve
kontrol gruplar1 arasinda (bazi1 parametreler sadece hasta gruplar arasinda)
karsilastirtlmistir. Hastaligin nispi risk oranlar1 (OR-Odds Ratio) gibi olasiliklar
%95 gilivenlik araliginda (CI) degerlendirilmistir. Elde edilen sonuglarin bazilari
anlamli bulunurken bazilarinda anlamli bir iligki tespit edilememistir.

y* analizi ile yapilan istatistiksel degerlendirmede, mikrozomal epoksid

hidrolaz geni (EPHX) ekzon-4 polimorfizmi dagiliminin hasta ve kontrol grubu
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arasinda anlamli olarak farkli oldugu gorilmiistir (x* 6,522 P<0,05). Ayrica
139Arg/Arg genotipine sahip bireylerin olmayanlara (139His/His ve 139His/Arg)
gore hastaligin meydana gelme riskinin, 2.7 kat daha fazla oldugu tespit edilmis,
fakat bu oranmn P degeri dikkate alindiginda anlamli olmadig1 belirlenmistir (y:
1.801, P>0.05, %95 CI: 0.58-12.96).

Calismamizda, pre-eklampsi, eklampsi ve HELLP sendromu ile ekzon-4
polimorfizmi arasinda anlamli bir birliktelik bulunmadigi sonucuna varilmistir.
Hasta grubunun genisletilmesinin ve c¢alisma grubunun EPHX geni ekzon-3
polimorfizmi yoniinden de degerlendirilmesinin, calismay1 daha anlamli kilacagi

distintilmektedir.
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SUMMARY

INVESTIGATION OF HUMAN MICROSOMAL EPOXIDE
HYDROLASE GENE (EPHX) EXON-4 POLYMORPHISM AND RISK OF
PRE-ECLAMPSIA, ECLAMPSIA AND HELLP SYNDROME

The objective of this study is whether the exon-4 139His—139Arg
polymorphism of microsomal epoxide hydrolase gene is a risk factor for pre-
eclampsia, eclampsia and HELLP syndrome in total 400 individuals who are
admitted to the Department of Gynecology and Obstetrics of Cumhuriyet
University Hospital with a clinical presentation of pre-eclampsia (n=150),
eclampsia (n=40), HELLP syndrome (n=60) and controls (n=150).

Genotyping studies have been performed by PCR and RFLP methods
using DNA isolated from blood samples.

PCR product has been observed as a 357 bp DNA fragment. Three types of
band patterns have been detected namely, homozygot wild type (139His/139His
genotype; 295 bp and 62 bp), heterozygot type (139His/139Arg genotype; 295
bp,174 bp, 121 bp and 62 bp) and homozygot polymorphic type (139Arg/139Arg
genotype; 174 bp, 121 bp and 62 bp).

In this study, mean age, parity and gravidity and gestational age, diastolic
blood pressure, Diabetes Mellitus, consaguineous marriage, parental consaguinity
and pre-eclampsia history in previous pregnancy were compared by one-way
ANOVA analysis with post hoc Tukey test, and * test. Statistical analyses were
conducted using y° test for the evaluation of variations of the genotype
frequencies among the patient groups, between the case and control groups. Odds
ratios (ORs) as estimates of relative risk of the disease were calculated on the
basis of 95% confidence intervals (ClIs). The relationships among the patient and
between the case and control groups were found statistically significant in some
parameters, particularly mean age, diastolic blood pressure. The distribution of
polymorphic genotypes for exon-4 polymorphism of EPHX gene between case
and control groups was evaluated statistically significant (x*: 6.522, P<0.05). It
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has been detected that OR has increased 2.7 fold in individuals with
139Arg/139Arg genotype versus individuals with 139His/139His and
139His/139Arg genotypes, but the range was not significant (x> 1.801, P>0.05,
95% CI:0.58-12.96).

In conclusion, the exon-4 polymorphic variations of EPHX gene studied
were found not to correlate with pre-eclampsia, eclampsia and HELLP syndrome.
It would be complementary to extend the polymorphism analysis to exon-3

polymorphism of EPHX gene in the study groups.
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KONTROL GRUBU

Calismaya Alinacak Bireylerin Ozellikleri;

1.

2.

Yas 18-35 arasinda olacak,
Sigara igmeyecek,

En az iki canli dogum yapmus olacak,

4. Spontan abortus 6ykiisii olmayacak, istemli D/C almabilir,
5. Kendisi ve ailesinde (anne, teyze, kiz kardes) pre-eklampsi,
eklampsi ve HELLP sendromu 6ykiisii olmayacak,
6. Hipertansiyon, Diyabetes Mellitus (DM), vaskiiler hastalik ve
otoimmiin hastalik olmayacak.
Ad1 Soyadi:
Yast:
Gebelik sayist:

Dogum sayisi:

Yasayan ¢ocuk sayist:

Abortus sayist:

Kiiretaj sayisi:

Calismaya katilmay1 kabul ediyorum.

IMZA
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EK -2

PRE-EKLAMPSI, EKLAMPSi VE HELLP SENDROMU HASTA
GRUBU
Calismaya Alinacak Hastalarda Uygulanan Anket;
Adi1 Soyadi:
Telefon no:

Protokol no:

Yas:

Gebelik sayisi:  Dogum Yasayan Cocuk Abortus
Sayist: Sayisi: Sayisi:

Diyabet Oykiisii: Var Yok

Sigara kullanimu: I¢iyor I¢miyor

Hastanin esi ile akrabaligt: Var Yok

Hastanin annesi ile babasi arasinda akrabalik: Var Yok

Hastanin ailesinde pre-eklampsi nedeniyle maternal mortalite: =~ Var

Yok

Onceki gebelikte pre-eklampsi: Var Yok

Ailede pre-eklampsi Oykiisii: Kiz kardes Anne

Teyze

Sosyo-ekonomik diizey: Diisiik Orta

Yiiksek Organ tutulumu: Beyin Bobrek

Pulmoner 6dem Goz

Tani: Pre-eklampsi Eklmapsi HELLP sendromu

Gebelik Haftasi:

Diastoloik kan basinci:

Calismaya katilmay1 kabul ediyorum.

IMZA
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EK-3
Genomik DNA Eldesinde Kullanilan Soliisyonlarin Hazirlanmasi

Niiklei Lysis Tamponu: 10mM Tris-HCI 1.576g, 400mM NaCl 23.4g ve
2mM Na,EDTA 0.7g 1000ml bidistile su igerisinde ¢ozdiiriilerek pH:
8.2’ye ayarlandi. Otoklavda steril edilerek +4°C’ de saklandi.

Sodyum Dodesil Siilfat (SDS): 10g SDS 100ml bidistile suda ¢ozdiirtilerek
%10’luk soliisyon hazirlandi. Sterlizasyon islemi filtreden gecirilerek
yapildi.

Proteinaz K Diliisyon Tamponu: Sivi olarak 20mg/ml hazirlanmis
soliisyonu kullanildu.

TE Tamponu (Tris-HCl, EDTA): 10 mM Tris-HCl 0.394g, ImM
Na,EDTA 0.093g 250ml bidistile suda c¢ozdiiriilerek otoklavda steril
edildi.

Amonyum Asetat

10M 148g amonyum asetat 200ml bidistile su i¢inde ¢ozdiiriilerek hazirlandi.

Bu soliisyonun steril edilmesine gerek yoktur.

Yiikleme Tamponunun (Loadind Dye) Hazirlanmasi

e Formamid (%95) 9.5 ml
e Xylen Cyanol (%0.5) 0.05 gr
e Bromfenol Blue (%0.5) 0.05 gr

Bu ii¢ kimyasal 15 ml’lik konik santrifiij tiipii icerisine konularak vortekste

karistirildi. Kullanilmak iizere +4 °C’de saklandi.

PCR Calisma Soliisyonlarinin Hazirlanmasi

dNTP soliisyonu: 100mM stok Adenin, Timin, Guanin, Citozin
niikleotitlerinin her birinden 2pl alinarak 92ul distile su ile karigtirildi. 2
mM’lik ANTP ¢alisma soliisyonu hazirlandi.
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Forward primer: 75 pmol’liik stoktan ¢alisma soliisyonu konsantrasyonu
100ul 10pmol olacak sekilde 86.5ul distile suya 13.5ul ekson-4 forward
primeri eklenerek hazirlandi.

Reverse primeri: 119pmol’lilk stoktan ¢alisma soliisyonu konsantrasyonu

100pul 10pmol olacak sekilde 91.5 pl distile suya 8.5ul ekson-4 reverse

primeri eklenerek hazirlandi.
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